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AC: Adenilato ciclasa 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero 
ATCC: Colección Americana de Cultivos Tipo 
ATP: Adenosín trifosfato 
Ba71V: Aislado del VPPA obtenido en Badajoz en 1971 adaptado a células Vero 




DLC8: Cadena ligera de 8 kDa de la dineína citoplasmática 
DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco 
DO: Densidad óptica 
EDTA: Ácido etilen-diamino-tetra-acético 
ELISA: Ensayo inmunoabsorbente enzimático 
ERK: Kinasas reguladas por señales extracelulares 
FPP: Farnesilpirofosfato 
FTasa: Farnesiltransferasa 
GAP: Proteína activadora de GTPasas 
GDI: Inhibidor de la disociación a GDP 
GDP: Guanosín difosfato 
GEF: Factor intercambiador del nucleótido de guanosina 
GFP: Proteína verde fluorescente 
GGPP: Geranilgeranilpirofosfato 
GGTasa-I/II: Geranilgeraniltransferasa I/II 
GPCR: Receptor acoplado a proteínas G heterotriméricas 
GST: Glutation-S-Transferasa 
GTP: Guanosín trifosfato 
HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico 
HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A 
hpi: Horas post-infección 
Hsp: Proteína de choque térmico 
HTLV-I: Virus linfotrópico humano de células T tipo I 
IAP: Proteínas inhibidoras de apoptosis 
IF: Inmunofluorescencia 
IFI: Inmunofluorescencia indirecta 




iNOS: Sintasa inducible de óxido nítrico 
IP3: Inositol-(1,4,5)-trifosfato 
IPTG: Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
JNK: Kinasa N-terminal de Jun 
kDa: Kilodalton 
Kpb: Kilopares de bases 
LB: Luria-Bertani 
MAPK: Proteínas kinasas activadas por mitógenos 
mdi: Multiplicidad de infección 
MEK: MAP kinasa o ERK kinasa 
MEM: Medio de Eagle modificado 
Mn-SOD: Manganeso-superóxido dismutasa 
mpi: Minutos post-infección 
MTOC: Centro organizador de microtúbulos 
ND: No determinado 
NP-40: Nonidet P-40 
ORF: Pauta de lectura abierta 
PAK: Kinasa activada p21 
pb: Pares de bases 
PBD: Dominio de unión a PAK 
PBS: Tampón fosfato salino 





PKA/B/C: Proteína kinasa A/B/C 
PKR: Proteína kinasa dependiente de ARN de doble 
cadena 
PLC: Fosfolipasa C 
PMSF: Fenilmetilsulfonil fluoruro 
PP: Pirofosfato 
PP1: Fosfatasa celular 1 
PPA: Peste Porcina Africana 
RBD: Dominio de unión a Ras tipo Raf 
RE: Retículo endoplasmático 
ROCK: Kinasa Rho 
RSK: Kinasas ribosomales S6 
RTK: Receptor tirosina kinasa 




SDS: Dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS 
SFV: Virus del Bosque de Semliki 
SV40: Virus de Simio 40 
U-0126: 1,4- diamino-2,3-diciano-1,4-bis[2- aminofeniltio] butadieno 
ufp: unidad formadora de placas 
VHB: Virus de la Hepatitis B 
VHC: Virus de la Hepatitis C 
VHH-8: Virus Herpes Humano 8 
VHS: Virus Herpes Simplex 
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana 
VPPA: Virus de la Peste Porcina Africana 
VRS: Virus Respiratorio Sincitial 
VSV: Virus de la Estomatitis Vesicular 
VV: Virus Vaccinia 

























































































































1. ENTRADA DE LOS VIRUS EN LAS CÉLULAS........................................... 5
2. SUPERFAMILIA RAS....................................................................................... 8
2.1. La familia Ras.................................................................................... 9
2.2. La familia Rho.................................................................................... 11
3. FAMILIA DE LA FOSFOINOSÍTIDO-3-KINASA (PI3K)........................... 12
4. FAMILIA DE LA PROTEÍNA KINASA C (PKC)......................................... 14
5. SUPERFAMILIA DE LAS PROTEÍNAS KINASAS ACTIVADAS POR       
15
    MITÓGENOS (MAPK)....................................................................................... 
6. VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA (VPPA)................................ 17
6.1. El virus y la enfermedad.................................................................... 17
6.2. Genoma del VPPA.............................................................................. 18
6.3. Morfología del virión.......................................................................... 21
6.4. Ciclo infectivo...................................................................................... 22
6.4.1. Entrada del virus............................................................... 22
6.4.2. Transcripción y replicación del genoma.......................... 23
6.4.3. Ensamblaje y morfogénesis de los viriones..................... 23
6.4.4. Salida de los viriones......................................................... 24
6.5. Manipulación de las vías de señalización celulares por el VPPA... 24
OBJETIVOS 29





1.1. Anticuerpos y cromógenos................................................................... 33
1.2. Espectros de absorción y emisión de fluoróforos............................... 33
1.3. Inhibidores............................................................................................ 34
1.4. Lípidos de la ruta biosintética del colesterol...................................... 34
1.5. Plásmidos............................................................................................... 34
2. CULTIVOS CELULARES................................................................................. 35
3. VIRUS E INFECCIONES VIRALES................................................................ 35
3.1. Virus empleados.................................................................................. 35
3.2. Obtención de inóculos y purificación del VPPA.............................. 35
3.3. Infecciones con el VPPA..................................................................... 36
3.4. Titulación de inóculos del VPPA....................................................... 36
4. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS VERO......................................................... 37
5. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA 3.................................. 37
6. ANÁLISIS Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS........................................... 37
6.1. Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana (Western     
37
       Blot)........................................................................................................ 
6.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)................................................... 38
6.3. Expresión y purificación de las proteínas GST-PBD y GST- 39       RBD........................................................................................................ 
6.4. Cuantificación de la GTPasa Rho-A activa........................................ 40
6.5. Ensayo de precipitación de Rac1, Cdc42 y Rap1 activos (“pull- 
40
       down”).................................................................................................... 
7. MICROSCOPÍA.................................................................................................... 41
7.1. Microscopía de fluorescencia convencional....................................... 41
7.2. Microscopía Confocal........................................................................... 41




8. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS................................................. 42
8.1. Cepas bacterianas................................................................................. 42
8.2. Transformación de cepas bacterianas................................................ 42
8.3. Obtención de ADN plasmídico de E. coli............................................ 42
RESULTADOS 
1. PAPEL DE LA RUTA BIOSINTÉTICA DEL COLESTEROL EN EL  
47    CICLO INFECTIVO DEL VPPA........................................................................ 
1.1. Inhibición de la ruta biosintética del colesterol mediante  
47lovastatina.............................................................................................. 
1.1.1. Efecto de la lovastatina en la obtención de  
            progenie vírica.................................................................... 48
1.1.2. Efecto de la lovastatina en la capacidad infectiva del 
VPPA................................................................................... 50
1.2. Inhibición de la prenilación de proteínas celulares............................ 50
1.2.1. Efecto de los inhibidores de prenilación en la  
53          producción de virus............................................................. 
1.2.2. Efecto de los inhibidores de prenilación en la capacidad  
54           infectiva del VPPA.............................................................. 
2. PAPEL DE LA FAMILIA DE LAS GTPASAS RHO EN EL CICLO   
56       INFECTIVO DEL VPPA................................................................................... 
2.1. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la producción de  
56virus....................................................................................................... 
2.2. Implicación de las GTPasas Rho en la acetilación de los  
57       microtúbulos durante la entrada del VPPA....................................... 
2.3. Determinación del grado de activación de las GTPasas Rho  
59       durante la entrada del VPPA.............................................................. 
2.4. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la síntesis de  
60       proteínas virales.................................................................................... 
2.5. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la capacidad  
62       infectiva del VPPA................................................................................ 
2.6. Efecto de interferir la actividad de Rac1 en la internalización de  




2.7. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en el estado del  
       citoesqueleto en los tiempos tardíos de la infección por el VPPA.... 65
2.7.1. Estudio del citoesqueleto de actina..................................... 65
2.7.2. Estudio de los filamentos intermedios de vimentina......... 67
2.7.3. Estudio del citoesqueleto de tubulina................................. 68
2.7.4. Estudio del aparato de Golgi................................................ 69
2.8. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la constitución de  
71       la factoría viral y la morfogénesis de los viriones.............................. 
3. DETERMINACIÓN DEL GRADO DE ACTIVACIÓN DE RAP1  
73    DURANTE LA ENTRADA DEL VPPA............................................................. 
4. PAPEL DE LA FAMILIA DE LA PI3K EN EL CICLO INFECTIVO DEL  
    VPPA....................................................................................................................... 74
4.1. Efecto de la inhibición de la PI3K en la producción de virus........... 74
4.2. Efecto de la inhibición de la PI3K en la capacidad infectiva del  
76       VPPA...................................................................................................... 
4.3. Efecto de la inhibición de la PI3K en la síntesis de proteínas  
77       virales..................................................................................................... 
5. PAPEL DE LA FAMILIA DE LA PKC EN EL CICLO INFECTIVO DEL  
    VPPA....................................................................................................................... 
77
5.1. Efecto de la inhibición de la PKC en la producción de virus........... 77
5.2. Efecto de la inhibición de la PKC en la capacidad infectiva del  
80
       VPPA...................................................................................................... 
5.3. Efecto de la inhibición de la PKC en la síntesis de proteínas  
80       virales..................................................................................................... 
6. PAPEL DE LA FAMILIA DE LAS ERK/MAPK EN EL CICLO  
81    INFECTIVO DEL VPPA...................................................................................... 
6.1. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la producción de  
81       virus........................................................................................................ 
6.2. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la capacidad  
81       infectiva del VPPA................................................................................ 
6.3. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la síntesis de  






1. Efecto de la lovastatina y los inhibidores de prenilación en el ciclo infectivo  
    del VPPA................................................................................................................. 89
2. Papel de las GTPasas Rho en el ciclo infectivo del VPPA.................................. 92
3. Activación de Rap1................................................................................................ 98
4. Papel de las familias de kinasas PI3K, PKC y ERK/MAPK en el ciclo  
     infectivo del VPPA................................................................................................ 99



























































































































































African swine fever virus (ASFV) is a large, enveloped icosahedral 
deoxyvirus, which induces an acute and haemorrhagic disease of swine characterized by 
severe inmunosupression and apoptosis induction. It is the only member of the 
Asfarviridae family. ASFV multiplies in the cytoplasm of the infected cells and enters 
the cells by a process of adsorptive endocytosis, and exploiting dynein-dependent 
microtubule transport. 
Statins are 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase 
inhibitors. HMG-CoA reductase produces mevalonic acid, a precursor for cholesterol 
biosynthesis and generation of isoprenoids that modify specific cell proteins 
posttranslationally. In the present work, we show that lovastatin decreased both 
infectivity and virus production. Virus infectivity was restored by the addition of 
mevalonate and geranylgeranylpyrophoshate, but not by cholesterol. Virus production 
was only recovered by the addition of mevalonate. Cell treatment with a geranylgeranyl 
transferase inhibitor, but not a farnesyl transferase inhibitor, specifically inhibited entry 
of ASFV. Cell treatment with both inhibitors reduced virus production, although 
farnesyl transferase inhibitor only achieved it when it was added before virus entry. 
Rho GTPases belongs to Ras superfamily and are geranylgeranylated. These 
proteins regulate cytoskeleton and vesicular trafficking. Rho proteins participate in 
several viruses entry as Vaccinia Virus and Adenovirus. Early during infection, ASFV 
induced the acetylation of microtubules and Rac1 activation. Cell treatment with a 
specific inhibitor of these proteins reduced microtubular acetylation but not virus 
infectivity. Nevertheless, virus production was decreased, but only when inhibitor was 
added before virus entry. Synthesis of viral proteins was not affected in presence of Rho 
inhibitor. Examination of viral factories in presence of inhibitor (added before virus 
entry) by electron microscopy, showed great accumulation of precursor membranes and 
few mature and immature viruses. In addition to this accumulation, we observed a large 
quantity of immature viruses in the plasma membrane. By pull-down assay, we 
determined that Rap1 (member of Ras family) was activated during virus entry, just like 
Rac1. 
The use of inhibitors of PI3K, PKC and ERK/MAPK families showed that  
ASFV entry depends on PI3K and PKC, not on ERK/MAPK. Inhibition of PI3K and 
PKC before virus entry decreased viral protein synthesis and virus production, while 
inhibition of ERK/MAPK , before or after virus entry, reduced virus production without 
affecting synthesis of virus proteins. 
In conclusion, ASFV entry requires activity of geranylgeranylated proteins, 
PI3K and PKC, not Rho and ERK/MAPK families. For virus production, ASFV 























































































































































1. ENTRADA DE LOS VIRUS EN LAS CÉLULAS 
Los virus son parásitos intracelulares obligados y, como tales, dependen de 
la maquinaria de las células que infectan para generar su progenie viral. El ciclo 
infectivo de los virus se divide generalmente en las siguientes etapas: adsorción del 
virión a receptores de la membrana plasmática de la célula; penetración en la célula, ya 
sea por endocitosis o por fusión de la envuelta del virión y de la membrana plasmática; 
transporte del virión desde la periferia de la célula hasta su lugar de replicación, que 
puede ser en el citoplasma o en el núcleo; replicación del genoma y síntesis de las 
proteínas virales; ensamblaje del genoma y las proteínas víricas para generar los nuevos 
viriones; transporte de los viriones a la periferia de la célula y/o lisis de la célula para 
salir de ella e infectar nuevas células (Knipe, 2007). 
El citoesqueleto es el responsable de mantener la arquitectura de las células, 
permitir la migración celular, la mitosis y también el transporte intracelular de los 
orgánulos citoplásmicos, los ARNm, proteínas y demás componentes celulares. No es 
de extrañar entonces que prácticamente todos los virus dependan de él en alguna o todas 
las etapas enumeradas anteriormente. Los virus han desarrollado diversas estrategias 
para hacerse con el control del citoesqueleto y explotarlo en beneficio propio (Dohner, 
et al., 2005; Dohner y Sodeik, 2005; Radtke, et al., 2006). 
Durante el proceso de entrada de los virus en las células, el citoesqueleto se 
convierte en el protagonista absoluto. Sin su participación, los virus, con diámetros que 
van desde los 15 hasta varios cientos de nm, no podrían alcanzar, por mera difusión y 
por azar, la localización subcelular específica donde van a replicarse, debido a la 
elevada viscosidad que presenta el citoplasma, que no permite la libre difusión de 
partículas mayores de 500 kDa. La viscosidad del citoplasma se debe a la alta 
concentración de proteínas, los orgánulos citoplasmáticos y la barrera que supone el 
propio citoesqueleto (Luby-Phelps, 2000; Verkman, 2002; Dauty y Verkman, 2005). El 
concurso del citoesqueleto es igualmente valioso durante la exocitosis de la nueva 
progenie vírica. Finalmente, el citoesqueleto puede ser importante para el transporte de 
los genomas y proteínas virales producidos al lugar de ensamblaje de los nuevos 
viriones. 
El citoesqueleto está formado por tres tipos distintos de filamentos: los 
microfilamentos de actina (Pollard y Borisy, 2003; Winder y Ayscough, 2005), los 
filamentos intermedios (Kim, S. y Coulombe, 2007) y los microtúbulos (Watanabe, et 
al., 2005). La regulación del citoesqueleto es llevada a cabo por un buen número de 
kinasas y fosfatasas, distintas GTPasas y proteínas con capacidad de unirse a la actina y 
la tubulina (Faix y Grosse, 2006; Hoefen y Berk, 2006; Sheetz, et al., 2006; Yazdani y 
Terman, 2006). El transporte a través del citoesqueleto es posible gracias a la actividad 
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de los motores moleculares asociados a este, que son capaces de transportar una carga 
(como vesículas, orgánulos o virus) obteniendo energía a partir de la hidrólisis de ATP. 
La miosina es la proteína motora asociada al sistema de la actina (Krendel y Mooseker, 
2005; ver también www.mrc-lmb.cam.ac.uk/myosin/myosin.html), mientras que el 
transporte a través de los microtúbulos es llevado a cabo por los miembros de las 
familias de la dineína (Vallee, et al., 2004; Hook y Vallee, 2006) y la kinesina (Vale, 
2003; Yildiz y Selvin, 2005; ver también www.proweb.org/kinesin/). 
Los filamentos de actina son responsables del transporte en la periferia 
celular y posiblemente en el núcleo, aunque los baculovirus utilizan este sistema para 
transportarse por el citoplasma y alcanzar el núcleo de las células que infectan (Charlton 
y Volkman, 1993; Lanier y Volkman, 1998; van Loo, et al., 2001). La barrera cortical 
de actina en la membrana plasmática puede ser un obstáculo para la entrada de ciertos 
virus (Marsh y Bron, 1997). Esta podría ser la razón por la que muchos virus utilizan la 
vía endosomal para entrar en las células (Sieczkarski y Whittaker, 2005). 
Los microtúbulos son los responsables del transporte entre el núcleo y la 
periferia de la célula. Los microtúbulos tienen una polaridad intrínseca, con los polos o 
extremos bien diferenciados. El extremo con la tasa más alta de polimerización recibe el 
nombre de extremo positivo, mientras que el otro extremo se conoce como extremo 
negativo. La orientación de los microtúbulos en las células suele ser con los extremos 
positivos situados en la periferia celular y los negativos próximos al núcleo, bastante 
juntos y estabilizados por su unión al centro organizador de microtúbulos (MTOC). Por 
lo general, el transporte hacia el extremo negativo es realizado por las dineínas, 
mientras que el transporte hacia el extremo positivo de los microtúbulos es llevado a 
cabo por las kinesinas. 
Los virus pueden entrar en las células utilizando varias rutas endocíticas 
diferentes o bien por fusión de su envuelta con la membrana plasmática. Las dos vías 
endocíticas mejor estudiadas son las mediadas por vesículas recubiertas de clatrina y las 
caveolas. Como ejemplos de virus que entran por vesículas recubiertas de clatrina 
tenemos el virus del bosque de Semliki (SFV), el virus de la gripe, el virus de la 
estomatitis vesicular (VSV) y los adenovirus (Marsh y Helenius, 1980; Matlin, et al., 
1981, 1982; Doxsey, et al., 1987; Meier, et al., 2002). El virus mejor estudiado que 
entra por caveolas es el virus de simio 40 (SV40; Norkin, 1999; Pelkmans, et al., 2001; 
Pelkmans, et al., 2002). Entre los virus que entran por fusión directa entre su envuelta y 
la membrana plasmática están el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus 
del sarampión y el virus herpes simplex (VHS; Sodeik, 2000; Smith y Helenius, 2004; 




Virus Motor microtubular Receptor Viral Referencias 
Adenovirus Dineína citoplasmática 1 Cápsida Kelkar, et al., 2004 
DYNC1I  (cadena intermedia de la 
dineína citoplasmática) 
U(L)34 Ye, G. J., et al., 2000  
DYNLT1 y DYNLT3 (cadenas 
ligeras de la dineína citoplasmática 
Tctex1 y Rp3) 
VP26 Douglas, et al., 2004 Herpes Simplex 1 
Kinesina 1 (kinesina 
convencional)/cadena pesada 
US11 Diefenbach, et al., 2002  
DYNLL (cadena ligera de 8 kDa de 
la dineína citoplasmática) 
Fosfoproteína Jacob, et al., 2000 Lyssavirus 
Parvovirus Canino Dineína citoplasmática 1 Cápsida Suikkanen, et al., 2003 
Dineína citoplasmática 1 A27L 
Ploubidou, et al., 2000; 
Sanderson, et al., 2000; Ward, 
2005 
Kinesina 1 (kinesina 
convencional)/cadena ligera 
A36R y ND 
Geada, et al., 2001; Rietdorf, et 
al., 2001; Ward y Moss, 2001; 
Newsome, et al., 2004; Ward y 
Moss, 2004; Herrero-Martínez, 





McDonald, et al., 2002  
DYNLL  (cadena ligera de 8 kDa de 
la dineína citoplasmática) 
Integrasa de Soultrait, et al., 2002 VIH 
Kinesina KIF4 Gag Kim, W., et al., 1998  
Virus de la Gripe DYNC1I1 ND Lakadamyali, et al., 2003 




Mueller, et al., 2002; Ohka, et 
al., 2004 
Virus de la Polio 
DYNLL (cadena ligera de 8 kDa de 
la dineína citoplasmática) 
Proteína P Raux, et al., 2000 Virus de la Rabia 
DYNLL  (cadena ligera de 8 kDa de 
la dineína citoplasmática) 
Proteína Gag Petit, et al., 2003 Virus Espumoso 
DYNLL (cadena ligera de 8 kDa de 
la dineína citoplasmática) 
p54 Alonso, et al., 2001 
VPPA 
 Kinesina 1 (kinesina 
convencional)/cadena ligera 





Tabla 1. Relación de interacciones descritas entre motores microtubulares y virus. La nomenclatura 
utilizada en esta tabla para la dineína se ajusta a la introducida recientemente por Pfister y colaboradores 
(2005). Entre paréntesis figura la nomenclatura clásica. Consultar el trabajo de Martínez-Moreno y 
colaboradores para ver una lista más exhaustiva de interacciones virales con DYNLL (Martínez-Moreno, 
et al., 2003). No se ha demostrado para todos los receptores virales mostrados aquí un papel directo en el 
transporte de las partículas virales. ND: No determinado. 
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el transporte microtubular mediado por la dineína para alcanzar su lugar de replicación 
subcelular. Los virus que no utilizan una vesícula para viajar por el citoplasma, que 
sería la que se uniría directamente al complejo de la dineína, suelen unirse directamente 
a alguno de los componentes del complejo motor de la dineína a través de alguna de sus 
proteínas de la cápsida. Para salir de las células infectadas, muchos virus utilizan el 
transporte de la kinesina, lo que les permite llegar hasta las inmediaciones de la 
membrana plasmática y así poder salir de la célula para infectar otras e iniciar otra vez 
su ciclo infectivo (Tabla 1). 
 
La entrada de los virus en las células provoca la activación de múltiples 
cascadas de señalización, entre las que pueden estar implicados distintos miembros de 
las familias de la fosfoinosítido-3-kinasa (PI3K), la proteína kinasa C (PKC), las 
proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPK) y las GTPasas Rho, entre otras. La 
activación de las vías de señalización reguladas por estas proteínas puede permitir tanto 
el transporte de los virus como la expresión de genes virales y celulares que favorezcan 
de alguna manera la replicación de los virus y la generación de nueva progenie viral. 
 
2. SUPERFAMILIA RAS 
La superfamilia Ras comprende un extenso y heterogéneo conjunto de 
proteínas G monoméricas que está compuesto por unos 150 miembros en humanos. Esta 
familia de proteínas se encuentra muy conservada evolutivamente. Se han descrito 
miembros en diversos grupos taxonómicos muy alejados filogenéticamente como S. 
cerevisiae, Drosophila, C. elegans y plantas, entre otros, además de hallarse también en 
mamíferos (Colicelli, 2004). En base a su secuencia y similitudes funcionales, esta 
superfamilia se divide en 5 ramas principales: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf. 
Estas proteínas G monoméricas son similares bioquímica y funcionalmente 
a las subunidades α de las proteínas G heterotriméricas. Estas pequeñas GTPasas 
funcionan como sofisticados moduladores en un amplio y complejo rango de procesos 
celulares gracias a sus variaciones estructurales, modificaciones post-traduccionales que 
dictaminan localizaciones subcelulares específicas y a las distintas proteínas que les 
sirven de reguladores y/o efectores. 
Estas GTPasas presentan una elevada afinidad por los nucleótidos de 
guanosina. Actúan como interruptores moleculares alternando entre un estado inactivo, 
en unión a GDP, y un estado activo, en unión a GTP (Vetter y Wittinghofer, 2001). Las 
proteínas GEF (factor intercambiador del nucleótido de guanosina, del inglés) actúan 
como activadores al favorecer el intercambio del GDP por el GTP, mucho más 
abundante en el citoplasma (Schmidt, A. y Hall, 2002). Estas GTPasas poseen una baja
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tasa de hidrólisis del GTP y para conseguir su desactivación es necesaria la intervención 
de las proteínas GAP (proteína activadora de GTPasas), que aceleran su actividad 
GTPasa intrínseca (Bernards y Settleman, 2004). La unión a GTP provoca un cambio 
conformacional que permite la unión de la GTPasa a sus efectores, antes de desactivarse 
y quedar en su conformación inactiva, unida a GDP (Figura 1). 
Figura 1. Ciclo de activación y desactivación de las GTPasas de la familia Rho.  
 
La mayoría de los miembros de la superfamilia Ras precisa para su 
activación de la incorporación de un lípido a su estructura. La mayoría de los 
componentes de las familias Ras y Rho son modificados en su extremo carboxi-terminal 
por un grupo prenilo (Cox y Der, 2002), que puede ser el farnesilpirofosfato (FPP) o el 
geranilgeranilpirofosfato (GGPP), debido a la acción de las enzimas farnesiltransferasa 
(FTasa) y geranilgeraniltransferasa I (GGTasa-I), respectivamente (Figura 2). Las 
proteínas Rab presentan una secuencia carboxi-terminal distinta a la de Ras y Rho que 
también puede ser prenilada, aunque únicamente por GGPP y por una enzima exclusiva: 
la geranilgeraniltransferasa II (GGTasa-II). Los miembros de la familia Arf pueden ser 
miristoilados y Ras y Rho palmitoilados. Estas modificaciones post-traduccionales son 
esenciales para la asociación a membrana de estas proteínas y también para dirigir su 
actividad a localizaciones subcelulares específicas. 
Las familias Ras y Rho son reguladas además por las proteínas GDI 
(inhibidor de la disociación a GDP; Figura 1), que enmascaran el grupo prenilo y 
mantienen a las GTPasas inactivas en el citoplasma (Seabra y Wasmeier, 2004; Dovas y 
Couchman, 2005). 
 
2.1. La familia Ras 
Las proteínas Ras son unas de las oncoproteínas más estudiadas debido a su 
implicación en el desarrollo de múltiples tumores (Repasky, et al., 2004). Estas 
proteínas son activadas por diversos estímulos extracelulares e interaccionan con 
múltiples efectores que disparan distintas cascadas de señalización implicadas en
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procesos como la regulación del citoesqueleto, la expresión de ciertos genes, la 
proliferación, diferenciación y supervivencia celulares. 
La vía de señalización mejor caracterizada de Ras es la que comienza con la 
activación en la membrana plasmática del receptor tirosina kinasa (RTK) del factor de 
crecimiento epidérmico. La estimulación de este receptor promovería la activación de 
Ras, que a su vez activaría a Raf. Raf fosforilaría (y activaría) a MEK1/2 y este a su vez 
a ERK1/2. La activación mediada por fosforilación de ERK1/2 provocaría su 
translocación al núcleo de la célula, donde sería capaz de fosforilar a diversos factores 
de transcripción de la familia Ets, facilitando así la transcripción de distintos genes 
(Repasky, et al., 2004). 
Figura 2. Ruta bioquímica de la síntesis del colesterol. En las primeras etapas de la biosíntesis del 
colesterol se generan los grupos prenilo, que son incorporados a distintos miembros de la superfamilia 
Ras (Goldstein y Brown, 1990). 
 
Miembros destacados de la familia Ras son R-Ras, H-Ras, Ral y Rap. La 
proteína Rap está compuesta por dos subfamilias: Rap1 y Rap2. Ambas están 
implicadas en la regulación de distintos eventos celulares. En el caso de Rap1, este 
estaría implicado en procesos como la adhesión celular (Bos, et al., 2003), regulación de 
las ERK/MAPK (Vossler, et al., 1997), fagocitosis en macrófagos (Caron, et al., 2000;
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Schmidt, A., et al., 2001) y polaridad celular (Schwamborn y Puschel, 2004). La 
localización subcelular de Rap1 es muy variada y puede encontrarse en la membrana 
plasmática, en endosomas (Pizon, et al., 1994), en la región perinuclear (Mochizuki, et 
al., 2001) y en Golgi (Caron, 2003). La presencia de Rap1 en distintos compartimentos 
endosomales sugiere su participación en la regulación del tráfico de vesículas. 
 
2.2. La familia Rho 
Las proteínas Rho también son activadas en respuesta a estímulos 
procedentes del exterior de la célula y las vías de señalización que controlan regulan 
principalmente el citoesqueleto de actina, el ciclo celular y la expresión de genes 
(Etienne-Manneville y Hall, 2002). 
Esta familia está compuesta de unos 23 miembros (Bustelo, et al., 2007) 
siendo los más estudiados RhoA, Rac1 y Cdc42 (Figura 3). Los efectos de la acción de 
estas tres proteínas en el citoesqueleto de la actina están bien estudiados y cada una de 
ellas regula aspectos muy diferentes: RhoA promueve la formación de fibras de estrés y 
el ensamblaje de las uniones focales; Rac1 controla la formación de los lamelipodios; 
Cdc42 regula la génesis de filopodios y microespículas de actina. En consecuencia, las 
GTPasas Rho están implicadas en procesos tales como la regulación de la polaridad 
celular, la migración celular, la forma de la célula, las interacciones célula-matriz 
extracelular y célula-célula, así como la regulación de la endocitosis y la exocitosis 
(Ridley, 2001; Qualmann y Mellor, 2003). Asimismo, se ha visto también que estas 
GTPasas son capaces de controlar los microtúbulos. RhoA sería capaz de mediar la 
estabilización de los microtúbulos y promover la orientación de los mismos (Cook, et 
al., 1998; Palazzo, et al., 2001). Rac1 puede interaccionar directamente con monómeros 
de tubulina y también promover la polimerización de los microtúbulos (Best, et al., 
1996; Daub, et al., 2001). El crecimiento de los propios microtúbulos es capaz, a su vez, 
de activar Rac1 para promover la formación de lamelipodios en fibroblastos 
(Waterman-Storer, et al., 1999). 
Las funciones de las proteínas Rho no se limitan solamente al control del 
citoesqueleto, sino que también pueden regular distintas cascadas de señalización como 
las JNK/MAPK y la PI3K (Zheng, et al., 1994; Vojtek y Cooper, 1995; Bokoch, et al., 
1996). Para conocer más en detalle la implicación de estas GTPasas en otras vías de 
señalización así como para consultar una relación exhaustiva de sus efectores se puede 
consultar la base de datos contenida en el dominio de Internet www.thebiogrid.org. 
Más recientemente se ha descrito la implicación de estas proteínas G 
monoméricas en la entrada en las células de varios virus como el adenovirus tipo 2 (Li, 
et al., 1998a), el VV (Locker, et al., 2000) y el VHH-8 (Naranatt, et al., 2005), así como
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también en otros pasos del ciclo infectivo de los virus, como sucede en el caso del virus 
respiratorio sincitial (VRS), en el que la activación de RhoA permite la formación de los 
sincitios y la correcta morfogénesis de los viriones (Gower, et al., 2001; Gower, et al., 
2005). 
Figura 3. Dendrograma de las distintas subfamilias que componen la familia Rho 
(Burridge y Wennerberg, 2004).  
 
3. FAMILIA DE LA FOSFOINOSÍTIDO-3-KINASA (PI3K) 
La familia de la PI3K comprende una serie de enzimas capaces de catalizar 
la transferencia del grupo fosfato-γ de una molécula de ATP a la posición D3 del anillo 
inositol del fosfatidilinositol (PI) y de algunos fosfoinosítidos. Los lípidos que se 
generan por la acción de la PI3K actúan como moléculas de señalización para distintas 
cascadas bioquímicas implicadas en procesos como la supervivencia celular, regulación 
del citoesqueleto, migración celular y tráfico de vesículas, entre otros (Wymann y 
Pirola, 1998; Hawkins, et al., 2006). 
En base a homologías estructurales y de secuencia, la familia de la PI3K 
puede dividirse en tres clases principales de enzimas: Clase I, II y III (Figura 4). 
Las PI3Ks de la clase I están formadas por heterodímeros compuestos de 
una subunidad catalítica de unos 110 kDa y una subunidad reguladora. Las PI3Ks de 
clase I generan principalmente (in vivo) el fosfoinosítido PI(3,4,5)P3 (PIP3) a partir del 
PI(4,5)P2. A su vez, el PIP3 es desfosforilado en la posición D5 por distintas fosfatasas 
(Woscholski y Parker, 1997), generándose PI(3,4)P2. Las PI3Ks de clase IA son 
activadas por RTK y las de clase IB son activadas por receptores acoplados a proteínas
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G heterotriméricas (GPCR). Un hecho común a todas las enzimas de la clase I es que 
son activadas también por Ras. 
Los lípidos PIP3 y PI(3,4)P2 generados por la activación de las PI3Ks de 
clase I regulan la actividad de múltiples efectores, entre los que se encuentran las 
kinasas de serina/treonina Akt/proteína kinasa B (PKB; Alessi, et al., 1996; Franke, et 
al., 1997; Klippel, et al., 1997) y la kinasa dependiente de fosfoinosítido-1 (PDK-1; 
Alessi, et al., 1997a; Alessi, et al., 1997b; Stokoe, et al., 1997; Stephens, et al., 1998), 
varios GEFs de Rac1 y Arf (Han, et al., 1998; Leevers, et al., 1999; Rameh y Cantley, 
1999; Roth, 1999; Cote, et al., 2005), así como varios GAPs de Arf (Hammonds-Odie, 
et al., 1996; Krugmann, et al., 2002), y las PKC nuevas (ε, η) y atípicas (ζ, λ; Toker y 
Cantley, 1997), principalmente. 
Gracias a la acción de estos efectores sobre distintas rutas de señalización, 
las PI3Ks de clase I pueden gobernar el citoesqueleto, controlar la expresión génica, la 
 
Figura 4. Familia de la fosfoinosítido-3-kinasa. Representación esquemática de la estructura secundaria 
de los distintos miembros de la familia de la PI3K. BCR, receptor de la célula B; C2, dominio de unión a 
Ca2+; D85, dominio de interacción con la subunidad p85; D110, dominio de interacción con la subunidad 
p110;  DK, dominio con actividad kinasa; DR, dominio de unión a Ras; HI, dominio con homología I; 
HII, dominio con homología II; HEL, hélice; P, residuo de fosforilación; PX, dominio con homología a 
phox; SH2/3, dominio con homología a Src de clase 2/3 (Hawkins, et al., 2006).
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supervivencia celular y la síntesis de proteínas. El control sobre el citoesqueleto sería 
posible gracias a su capacidad de activar el GEF Vav (Han, et al., 1998; Ma, et al., 
1998), que es un activador específico de Rac1. La activación de las PKCs también 
permitiría a las PI3K controlar el citoesqueleto y regular la proliferación celular por la 
activación de la cascada de las ERK/MAPK. Las PKCs pueden ser activadas por las 
PI3Ks a través de PIP3 (PKCs atípicas; Toker y Cantley, 1997) y PDK-1 (Chou, et al., 
1998; Le Good, et al., 1998), enzima considerada activadora universal de las PKCs 
(Toker, 1998, 2000). Se ha demostrado que PKCζ puede activar Raf-1 y MEK in vivo 
(Cai, et al., 1997; Schonwasser, et al., 1998). 
Las PI3Ks de clase II y clase III generan fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) 
mediante la fosforilación del PI in vivo. La localización de la clase II en determinados 
compartimentos celulares sugiere su participación en procesos endocíticos (Wheeler y 
Domin, 2006). La función de la clase III consistiría en definir y controlar el paso de 
proteínas y membranas a través de los compartimentos endosomales y lisosomales 
(Lindmo y Stenmark, 2006). 
La familia de la PI3K participa en la entrada de diferentes virus como los 
adenovirus (Li, et al., 1998b) y el VHH-8 (Naranatt, et al., 2003). 
 
4. FAMILIA DE LA PROTEÍNA KINASA C (PKC) 
La familia enzimática de la PKC consta de 10-15 miembros, según los 
criterios de clasificación (Mellor y Parker, 1998), con actividad serina treonina kinasa 
que son activados por distintas señales extracelulares. Estas enzimas juegan importantes 
papeles en la apoptosis, diferenciación y proliferación celular, reorganización del 
citoesqueleto de actina y transducción de señales, principalmente (Mellor y Parker, 
1998; Toker, 1998; Larsson, 2006). 
Figura 5. Familia de la Proteína Kinasa C. Representación esquemática de la estructura secundaria 
de los distintos miembros de la familia de la PKC. C1a/b, dominios con dedos de Zn, responsables de la 
unión a DAG y fosfolípidos; C2, dominio de unión a Ca2+; kinasa, dominio con actividad kinasa; PS, 
pseudosustrato, dominio inhibidor; V5, dominio variable. 
 
La familia de la PKC (Figura 5) se divide en tres grupos, en base a su 
secuencia y sus requerimientos de activación: convencionales o clásicas (α, βI, βII, γ; 
requieren diacilglicerol (DAG) y Ca2+ para su activación), nuevas (δ, ε, η, θ; requieren
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2+DAG) y atípicas (ζ, λ/ι; no requieren DAG ni Ca ). Todas ellas requieren para su 
activación la presencia como cofactor de un fosfolípido aniónico, generalmente la 
fosfatidilserina. Además de este cofactor común, cada subfamilia requiere de manera 
específica para su activación la participación de otros cofactores, como el DAG y el 
Ca2+. El DAG se genera por la actividad enzimática de una fosfolipasa de tipo C (PLC), 
que hidroliza fosfolípidos de inositol en DAG y distintos fosfatos de inositol como el 
inositol-(1,4,5)-trifosfato (IP3). Este último es capaz de estimular la liberación de Ca2+ 
de los reservorios intracelulares. Para que la activación de las PKCs sea completa es 
necesaria su fosforilación en el dominio catalítico mediada por PDK-1 (Chou, et al., 
1998; Le Good, et al., 1998), el cual es un efector de PI3K (ver el apartado “Familia de 
la PI3K”). 
Se ha descrito recientemente el papel de esta familia de kinasas como una 
importante reguladora de la endocitosis y el reciclaje de varias moléculas (Becker y 
Hannun, 2003, 2004). Una de las funciones clave de la familia de la PKC sería la de 
anular la señalización ejercida por los receptores al ser capaz de fosforilar algunos de 
ellos y guiarlos así a su degradación (Raymond, 1991; Webb, et al., 2000; 
Bhattacharyya, et al., 2002; Luttrell y Lefkowitz, 2002). Además, las PKCs parecen 
controlar el tráfico vesicular de transportadores (Loder y Melikian, 2003; Jayanthi, et 
al., 2004), canales (Nakamura, et al., 1997; Awayda, 2000) y proteínas de membrana 
(Le, et al., 2002; Upla, et al., 2004). 
Las PKCs pueden participar en la transducción de señales al fosforilar a 
varios miembros de las MAPK (ver el apartado “Familia de la PI3K”). 
Por último, se ha demostrado la participación de las PKCs en los procesos 
de entrada en la célula de distintos virus: virus de la gripe (Sieczkarski, et al., 2003), 
VHH-8 (Naranatt, et al., 2003) y VV (Locker, et al., 2000); así como en la transducción 
de señales durante el ciclo infectivo del VRS (Monick, et al., 2001), el SV40 (Dangoria, 
et al., 1996) o el VV (de Magalhaes, et al., 2001). 
 
5. SUPERFAMILIA DE LAS PROTEÍNAS KINASAS ACTIVADAS POR 
MITÓGENOS (MAPK) 
Esta superfamilia de kinasas está constituida por las siguientes familias: 
ERK, JNK, p38MAPK y ERK5 (Bogoyevitch y Court, 2004; Chuderland y Seger, 
2005; Rubinfeld y Seger, 2005). Todas estas familias conforman vías de señalización 
intracelulares que se activan en respuesta a distintos estímulos extracelulares y que están 
implicadas en procesos celulares como proliferación, diferenciación, respuesta al estrés 
y la apoptosis. 
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La activación de cada una de estas cascadas de señalización es iniciada por 
proteínas G monoméricas o por proteínas adaptadoras que transmiten las señales a 
kinasas que reciben el nombre general de kinasa de kinasa de MAPK (MAP3K; Uhlik, 
et al., 2004). Desde las MAP3Ks, la señal es transmitida hacia abajo en la cascada 
activando de manera secuencial a la kinasa de MAPK (MAPKK), MAPK, y con 
frecuencia también a las proteínas kinasas activadas por MAPK (MAPKAPKs). 
De estas cascadas bioquímicas la mejor estudiada es la correspondiente a 
ERK. Esta vía de señalización es activada por estímulos extracelulares como hormonas 
y factores de crecimiento, entre otros. En la figura 6 se representan de manera 
esquemática los miembros y los distintos activadores y ejecutores de esta cascada 
(Yoon y Seger, 2006). En ella se puede apreciar que múltiples activadores pueden 
iniciar esta cascada bioquímica, transmitiendo su señal a diferentes MAP3Ks. Todas 
estas señales convergen en unas únicas MAPKK: MEK1 y MEK2, las cuales son las 
únicas que a su vez pueden fosforilar y activar a ERK1 y ERK2. ERK1/2, por medio de 
su acción directa, o a través de distintos efectores como las proteínas kinasas 
ribosomales S6 1-4 (RSK1-4), puede fosforilar distintos sustratos citosólicos (Yoon y 
Seger, 2006) o translocarse al núcleo para fosforilar y regular la actividad de varios 
factores de transcripción tales como Ets, Elk, Jun y Myc (Lewis, et al., 1998; Hindley y 
Kolch, 2002), con la consiguiente expresión de genes requeridos para la progresión del 
ciclo celular (Schlessinger y Bar-Sagi, 1994; Kolch, 2000; Chang, et al., 2003). Entre 
los sustratos citosólicos podemos encontrar proteínas del citoesqueleto como la paxilina 
(Lewis, et al., 2000; Ishibe, et al., 2003; Ishibe, et al., 2004; Yoon y Seger, 2006). ERK 
puede interaccionar también con componentes del citoesqueleto como la tubulina o la 
vimentina, lo que le permite llegar hasta sus dianas específicas, sin que ello implique la 
fosforilación de la proteína del citoesqueleto implicada (Reszka, et al., 1995; Perlson, et 
al., 2005). 
La señalización mediada por las ERK/MAPK puede encontrarse vinculada 
también a la endocitosis mediada por receptor, típicamente de RTK y GPCR, y se 
realiza mediante vesículas recubiertas de clatrina (Di Fiore y De Camilli, 2001; 
McPherson, et al., 2001). Ejemplos de proteínas que permiten esta señalización 
localizada de las ERK/MAPK son las β-arrestinas, que ensambladas con ERK guían a 
los GPCR a los endosomas tempranos (DeFea, et al., 2000; Luttrell, et al., 2001; 
Shenoy y Lefkowitz, 2003; Tohgo, et al., 2003), y MP1 (MEK “partner”-1, del inglés), 
que permite la interacción entre MEK y ERK y se encuentra en los endosomas tardíos 
(Schaeffer, et al., 1998; Teis, et al., 2002). 
La integridad de la vía de señalización de las ERK/MAPK no es solamente 
importante para el correcto funcionamiento de distintos aspectos de la célula, sino
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también para el éxito de la infección de numerosos virus como el VHH-8 (Naranatt, et 
al., 2003; Sharma-Walia, et al., 2005), el VIH (Yang y Gabuzda, 1999), el VV (de 
Magalhaes, et al., 2001), el virus de la gripe (Pleschka, et al., 2001), los adenovirus 
(Bruder y Kovesdi, 1997), el VHB y el VHC (Benn y Schneider, 1994; Hayashi, et al., 
2000), el VRS (Chen, et al., 2000; Monick, et al., 2001) y el papilomavirus  humano 
(Payne, et al., 2001), entre otros muchos. 
 
Figura 6. Representación esquemática de la cascada de señalización de ERK. Las flechas 
discontinuas representan activaciones indirectas y las flechas continuas activaciones directas (Yoon y 
Seger, 2006). 
 
6. VIRUS DE LA PESTE PORCINA AFRICANA (VPPA) 
6.1. El virus y la enfermedad 
El VPPA es el agente etiológico de la Peste Porcina Africana (PPA), 
enfermedad altamente contagiosa que afecta a la mayoría de miembros de la familia 
Suidae. La PPA presenta un cuadro prácticamente asintomático en sus hospedadores 
naturales, que son los cerdos salvajes africanos. Estos animales pueden ser 
persistentemente infectados, convirtiéndose en portadores del virus. El VPPA pertenece 
al grupo de los arbovirus y, como tal, es capaz de infectar las garrapatas que parasitan a 
estos animales. Las garrapatas se convierten así en los principales transmisores del virus 
en el ciclo salvaje del VPPA, actuando además como importantes reservorios del VPPA 
en la naturaleza (Plowright, et al., 1969; Thomson, et al., 1980; Thomson, 1985). 
Las células diana del virus en el animal son las de la línea 
monocito/macrófago (Gómez-Villamandos, et al., 2003). La PPA puede presentarse en 
una forma aguda y altamente virulenta provocando casi el 100% de mortalidad en el
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cerdo doméstico, o en una forma mucho menos virulenta y prácticamente asintomática, 
con una elevada supervivencia de los animales infectados que pasan a convertirse en 
portadores crónicos de la enfermedad (Wilkinson, et al., 1981; Leitao, et al., 2001; 
Kleiboeker, 2002; Boinas, et al., 2004). La patogenia del cuadro clínico agudo se 
caracteriza principalmente por fiebre alta, cianosis, anorexia, hemorragias pronunciadas, 
esplenomegalia y una severa inmunosupresión por apoptosis (Gómez-Villamandos, et 
al., 1995; Carrasco, et al., 1996; Ramiro-Ibáñez, et al., 1996; Oura, et al., 1998; 
Salguero, et al., 2004). 
Actualmente, no existe tratamiento para la enfermedad ni se dispone de una 
vacuna eficaz para evitar la aparición de los brotes, teniendo como única solución a los 
mismos el sacrificio de todos los animales afectados y de todos aquellos potencialmente 
expuestos al virus. Como consecuencia, los brotes de PPA provocan graves pérdidas 
económicas en las regiones y países donde aparecen. En España, la PPA se considera 
erradicada desde el año 1994 (BOE 213 / 1995). En Europa, desde 1999, solamente se 
han producido brotes en la isla de Cerdeña (Italia) y recientemente (2007) en Georgia, 
donde los brotes han aparecido con una elevada virulencia, teniendo que ser sacrificados 
miles de animales. Por el contrario, la PPA es endémica en la mayor parte de los países 
del África subsahariana. 
El VPPA es el único miembro descrito de la familia Asfarviridae (Dixon, L. 
K., Escribano, J.M., Martins, C., Rock, D.L., Salas, M.L. and Wilkinson, P.J., 2005). 
Por sus características morfológicas es muy parecido a la familia Iridoviridae y por las 
de su genoma a la familia Poxviridae. Iyer y colaboradores proponen un origen 
evolutivo común para las tres familias junto a las familias Phycodnaviridae y 
Mimiviridae (Iyer, et al., 2006). 
 
6.2. Genoma del VPPA 
La estructura del genoma del VPPA es muy parecida a la de los Poxvirus y 
consta de una molécula de ADN lineal bicatenario con los extremos unidos 
covalentemente entre sí (González, et al., 1986). Las pautas de lectura abiertas (ORFs) 
se encuentran separadas entre sí por menos de 200 pb y pueden ser transcritas desde las 
dos cadenas del genoma. Actualmente hay secuenciados 9 aislados de campo 
(www.virology.ca), y un aislado adaptado a cultivo celular procedente de un aislado de 
campo español, denominado Ba71V (Enjuanes, et al., 1976; Yáñez, et al., 1995). La 
longitud de estos genomas varía entre 170 y 192 kpb. Estas diferencias se deben a la 
pérdida o ganancia de secuencias en ambos extremos del genoma. Estas regiones 





ORF Proteína y Función Referencias 
Metabolismo de los Ácidos Nucleicos 
A240L Yáñez, et al., 1993b Timidilato kinasa Temprana 
EP1242L Yáñez, et al., 1993a ARN polimerasa, subunidad II Tardía 
Sussman, et al., 1993; Yáñez, et al., 
1995 
Helicasa de la superfamilia II; Similar a la 
proteína de Herpes UL9. 
F1055L ND 
Subunidad pequeña de la Ribonucleótido 
reductasa 
Boursnell, et al., 1991 F334L ND 
Subunidad grande de la Ribonucleótido 
reductasa 
Boursnell, et al., 1991 F778R ND 
Temprana-
tardía 
G1207R ADN polimerasa α Rodríguez, J. M., et al., 1993b 
Rodríguez, J. M., et al., 1992b; 




I243L Factor de transcripción SII 
K196R Blasco, et al., 1990 Timidina kinasa Temprana 
NP1450L Yáñez, et al., 1993a ARN polimerasa, subunidad I Temprana 
NP419L ADN ligasa Tardía Yáñez y Viñuela, 1993 
Oliveros, et al., 1997; García-
Escudero, et al., 2003 
O174L ADN polimerasa tipo X ND 
P1192R ADN Topoisomerasa II Tardía García-Beato, et al., 1992a 
Interacción Virus-Célula 




A179L p21, homólogo a Bcl-2 celular. 
Homólogo a proteínas inhibidoras de 
apoptosis (IAPs) 
A224L ND Neilan, et al., 1997a 
Neilan, et al., 1997b; Granja, et al., 
2006a; Granja, et al., 2006b 
Homólogo a IκB; Inhibe expresión TNF-α; 
Regula expresión iNOS 
A238L Temprana 
Homóloga a ERV1 de S. cerevisiae y a 
E10R de VV; Fosforilación oxidativa 
B119L ND Yáñez, et al., 1995 
DP71L Temprana Zsak, et al., 1996 Homólogo a ICP34.5 de HSV y MyD116 
EP153R Neilan, et al., 1999 Homólogo a lectinas tipo C  
EP402R Homólogo a CD2 Tardía Rodríguez, J. M., et al., 1993a 
Proteína tipo Nifs, piridoxal 
aminotransferasa dependiente de fosfato; 
Metabolismo redox 
Yáñez, et al., 1995; Dixon, L. K., et 
al., 2004 
QP383R ND 
Proteínas Estructurales e involucradas en Morfogénesis 
A104R Histona Tardía Borca, et al., 1996 
A137R p11.5 Tardía Alcamí, et al., 1993 
Galindo, et al., 2000b; Epifano, et 
al., 2006b 
p49; Necesaria para formar los vértices de 
la cápsida 
B438L Tardía 
Cobbold, et al., 2001; Epifano, et al., 
2006a 
Chaperona; Necesaria para el correcto 




López-Otín, et al., 1990; García-Escudero, 
et al., 1998 
B646L p72; Mayoritaria de la cápsida Tardía 
Afonso, et al., 1992; Prados, et al., 1993; 
Gómez-Puertas, et al., 1998 
CP204L Fosfoproteína p30; Entrada del virus Temprana 
Poliproteína pp220; Precursora de las 
proteínas estructurales p150, p37, p14 y 
p34. 
CP2475L Tardía Simón-Mateo, et al., 1993 
Poliproteína pp60 precursora de las 
proteínas estructurales p35 y p15. 
CP530R Tardía Simón-Mateo, et al., 1997 
D117L Simón-Mateo, et al., 1995 p17; Dominio transmembrana ND 
p14.5; Se une a ADN; Necesaria para el 
transporte de los viriones a la membrana 
plasmática 
Martínez-Pomares, et al., 1997; Andrés, et 
al., 2001b 
E120R Tardía 
Rodríguez, F., et al., 1994; Gómez-Puertas, 
et al., 1998; Alonso, et al., 2001; Rodríguez, 
J. M., et al., 2004 
p54; Une DLC8; Necesaria para reclutar 
membranas del RE; Adsorción del virus 
E183L Tardía 
Salas, M. L., et al., 1988; Muñoz, et al., 
1993 
K78R Fosfoproteína p10; Se une a ADN ND 
KP177R p22; Dominio transmembrana Temprana Camacho y Viñuela, 1991 
Carrascosa, A. L., et al., 1991; Alcamí, et 
al., 1992; Almazán, et al., 1993 
p12; Dominio transmembrana; Adsorción 
del virus 
O61R Tardía 
Proteasa de la familia SUMO-1; 
Procesamiento de pp220 y pp60 
S273R Tardía Andrés, et al., 2001a; Alejo, et al., 2003 
Otras enzimas con funciones desconocidas 
B318L Preniltransferasa Tardía Alejo, et al., 1997; Alejo, et al., 1999 
I215L Enzima de conjugación a ubiquitina Temprana Rodríguez, J. M., et al., 1992b 
R298L Baylis, et al., 1993 Proteína Serina Kinasa estructural ND 
 
 
Tabla 2. Relación de los genes más importantes hallados en el genoma del VPPA. La nomenclatura 
utilizada para las ORFs es la utilizada por Rodríguez y colaboradores (1992a); Tabla adaptada de Yáñez y 
colaboradores (1995). ND: No determinado. 
genes que codifica el genoma de cada aislado oscila entre 160 y 175 (151 en el aislado 
Ba71V). De todos estos genes, 110 están presentes en una sola copia en todos los 
aislados. De estos genes conservados, 39 codifican proteínas cuya función es conocida, 
42 contienen motivos presentes en otras proteínas y de las 29 restantes se desconoce su 
función. 
Entre las proteínas codificadas por el genoma del virus se encuentran 
enzimas involucradas en la replicación, transcripción y reparación del genoma viral, 
proteínas estructurales de la partícula viral, proteínas implicadas en la evasión del 
sistema inmune y diversas enzimas con actividad kinasa, de conjugación a ubiquitina, 
preniltransferasa o inhibidoras de la apoptosis (Tabla 2). Muchas de las proteínas 
codificadas por el VPPA no son esenciales para la replicación del virus en las células,
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pero sí pueden cumplir papeles importantes en la replicación en el hospedador y la 
transmisión del virus. 
La expresión génica del VPPA parece seguir un mecanismo en cascada, 
similar al descrito para los poxvirus (Moss, 2001), aunque no se conocen muy bien los 
mecanismos específicos que regulan esta expresión secuencial. Inmediatamente después 
de la entrada del virus en la célula comienza la expresión de los genes tempranos. Estos 
genes codifican enzimas implicadas en el metabolismo de nucleótidos y la replicación 
del ADN, así como factores de transcripción necesarios para la expresión de los genes 
tardíos. El silenciamiento de la mayoría de estos genes coincide con la puesta en marcha 
de la replicación del genoma viral. En ese momento se inicia la transcripción de los 
genes tardíos (Salas, et al., 1986). Los genes tardíos codifican las proteínas estructurales 
del virión y enzimas como polimerasas y factores de transcripción tempranos que serán 
empaquetados en los viriones (Kuznar, et al., 1980; Salas, J., et al., 1988; Peña, et al., 
1993). Algunos genes no siguen este patrón de expresión y su transcripción se da 
durante todo el ciclo infectivo. 
 
6.3. Morfología del virión 
Las partículas virales del VPPA poseen una estructura compleja que 
guardan muchas similitudes con las partículas de la familia Iridoviridae. El virión 
consta de un nucleoide electrodenso constituido por el genoma del virus junto con las 
enzimas y los factores necesarios para la transcripción de los genes tempranos en el 
inicio de la infección. El nucleoide está rodeado por una cubierta de proteínas que en su 
mayoría proceden del procesamiento de las poliproteínas pp220 y pp60 (Carrascosa, J. 
L., et al., 1986; Andrés, et al., 1997; Andrés, et al., 2002). Esta cubierta de proteínas es 
envuelta por una doble membrana lipídica procedente del RE (Cobbold, et al., 1996; 
Andrés, et al., 1998), sobre la que se ensambla la proteína p72 (ORF B646L; proteína 
mayoritaria del virión) formando la cápsida (Cobbold y Wileman, 1998; García-
Escudero, et al., 1998). Los vértices de la cápsida estarían formados por la proteína 
codificada por el gen B438L (Epifano, et al., 2006b), mientras que otras proteínas como 
la p54 (ORF E183L) y la codificada por el gen XP124L, se integran en la membrana 
lipídica (Rodríguez, F., et al., 1996; Rouiller, et al., 1998; Netherton, C., et al., 2004; 
Rodríguez, J. M., et al., 2004). 
La cápsida del virus presenta una simetría icosaédrica, está constituida por 
1892-2172 capsómeros y tiene un diámetro de 170-190 nm. Los viriones que salen de la 






6.4. Ciclo infectivo 
6.4.1. Entrada del virus 
El ciclo infectivo del VPPA tiene una duración de unas 18-24 horas (Costa, 
1990) y empezaría, como en todos los virus, con la unión de una partícula de virus a una 
célula diana. Esta unión a la célula se daría por la unión a uno o varios receptores 
presentes en la membrana plasmática (Galindo, et al., 1997). En macrófagos, el 
marcador de superficie CD163 podría determinar qué subpoblaciones celulares serían 
susceptibles de ser infectadas por el virus (McCullough, et al., 1999; Sánchez-Torres, et 
al., 2003). Estudios de microscopía electrónica y con drogas que afectan al pH de los 
lisosomas, apuntan a que la entrada del VPPA sería por endocitosis mediada por 
receptor, sin que hiciera falta la participación de elementos del citoesqueleto. El core del 
virus sería liberado en el citoplasma tras la fusión de la envuelta del virus y la 
membrana del endosoma. Este proceso es dependiente de pH y de la presencia de 
colesterol en la membrana del endosoma (Geraldes y Valdeira, 1985; Valdeira y 
Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989; Bernardes, et al., 1998; Valdeira, et al., 1998). Se 
desconoce el tipo de vesícula endocítica a través de la cual entraría el VPPA, aunque 
existen indicios de que podría ser a través de vesículas recubiertas de clatrina (Valdeira 
y Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989). La entrada por caveolas podría descartarse 
debido al tamaño del virión (Chung, et al., 2005). Las proteínas del virus p12 (ORF 
O61R), p72 y p54 parecen estar implicadas en la unión del virus a las células, mientras 
que la p30 (ORF CP204L) estaría implicada en la internalización del virus (Alcamí, et 
al., 1992; Angulo, et al., 1993; Borca, et al., 1994; Gómez-Puertas, et al., 1998). Una 
vez que el virus ha entrado en la célula, se dirige a la región perinuclear para comenzar 
su replicación. Para ello el virus utiliza el transporte microtubular mediado por la 
dineína (Alonso, et al., 2001).
Figura 7. Morfología del virión del VPPA. A-D) Distintas etapas de la morfogénesis de los viriones, 
desde el plegamiento de las membranas del RE para dar la forma icosaédrica característica (A y B), 
hasta las formas más maduras con la condensación del material genético y la consiguiente aparición del 
















6.4.2. Transcripción y replicación del genoma 
La transcripción de los genes tempranos empieza en el citoplasma tras la 
desencapsidación del virus, y no requiere la ARN polimerasa II celular (Salas, J., et al., 
1988), ya que el VPPA codifica la suya propia (Yáñez, et al., 1993a). La transcripción 
temprana está fuertemente regulada en el tiempo y los ARNm son similares a los 
eucarióticos, presentando modificaciones como la poliadenilación en el extremo 3’ 
(Almazán, et al., 1992; Almazán, et al., 1993; Rodríguez, J. M., et al., 1996). 
La expresión de los genes tempranos termina cuando se inicia la replicación 
del genoma viral. En un primer paso, el genoma del VPPA entra en el núcleo, 
posiblemente por la acción de la proteína p37 (Eulalio, et al., 2004; Eulalio, et al., 
2007), donde empieza la síntesis de fragmentos de ADN subgenómicos. Estos 
fragmentos de ADN se trasladan al citoplasma, donde se continúa y completa su síntesis 
(García-Beato, et al., 1992b; Rojo, et al., 1999). La replicación del genoma del VPPA 
es similar a la descrita para los poxvirus (Moss, 2001), salvo que en los poxvirus no es 
necesario el paso por el núcleo. En el caso del VPPA, el paso del genoma por el núcleo 
celular podría ser debido a la necesidad de la actividad primasa de las subunidades de la 
ADN polimerasa celular α, de la que el virus parece carecer (Yáñez, et al., 1995; Rojo, 
et al., 1999). 
 
6.4.3. Ensamblaje y morfogénesis de los viriones 
La replicación del genoma en el citoplasma se da en la región perinuclear 
cercana al MTOC (Heath, et al., 2001), en lo que se denomina factoría viral. En las 
factorías virales se acumulan también las proteínas estructurales que formarán parte de 
los nuevos viriones, junto con los genomas generados y las membranas procedentes del 
RE (Cobbold, et al., 1996; Andrés, et al., 1998). En la formación de las factorías 
participan distintos elementos del citoesqueleto. Los microtúbulos son necesarios para 
la formación de las factorías, y junto con ellos la dineína (Carvalho, et al., 1988; 
Alonso, et al., 2001). Las factorías son englobadas en un acúmulo de filamentos 
intermedios (vimentina), que recuerda a la formación de los agresomas (Carvalho, et al., 
1988; Johnston, et al., 1998; García-Mata, et al., 1999; Heath, et al., 2001). La 
reagrupación de la vimentina alrededor de las factorías también es dependiente de los 
microtúbulos (Stefanovic, et al., 2005). 
La proteína p54 del virus es insertada en las membranas del RE y en 
consecuencia queda integrada en la membrana que rodea el nucleoide del virión 
(Rodríguez, F., et al., 1996; Rodríguez, J. M., et al., 2004). Se ha descrito la interacción 
de p54 con la cadena ligera de 8 kDa de la dineína (DLC8; Alonso, et al., 2001). Esta 
interacción podría permitir el reclutamiento de las membranas del RE en las factorías
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virales, y también el transporte de los viriones desde la membrana plasmática hasta las 
proximidades del núcleo. 
Todos los procesos que se dan en las factorías requieren mucha energía, y 
esta es aportada por las mitocondrias, que son reagrupadas por medio de los 
microtúbulos alrededor de la factoría viral (Rojo, et al., 1998; Hernáez, et al., 2006). 
 
6.4.4. Salida de los viriones 
Una vez que los viriones han sido formados y completado su maduración, 
son transportados hasta la periferia de la célula utilizando el transporte microtubular 
mediado por el motor de la kinesina (de Matos y Carvalho, 1993; Jouvenet, et al., 
2004). La proteína codificada por el gen E120R es esencial para el transporte de los 
viriones hasta la periferia celular, puesto que en su ausencia los viriones quedan 
retenidos en la factoría viral (Andrés, et al., 2001b). Una vez que los viriones alcanzan 
la membrana plasmática son capaces de estimular la polimerización de actina, 
produciendo prolongaciones tipo filopodio con una partícula vírica en el extremo de 
dicha prolongación (Jouvenet, et al., 2006). A diferencia de lo que sucede con las 
prolongaciones generadas por el VV (Cudmore, et al., 1995; Rietdorf, et al., 2001), no 
se ha demostrado que el VPPA pueda infectar a las células vecinas por medio de estas 
proyecciones. 
 
6.5. Manipulación de las vías de señalización celulares por el VPPA 
El VPPA utiliza varias estrategias para combatir las respuestas de defensa 
del hospedador (Dixon, L. K., et al., 2004). Una de ellas consiste en alterar algunas vías 
de señalización celulares encaminadas a la estimulación del sistema inmune, como la 
actividad transcripcional del NFκB, responsable de la expresión de varias citoquinas y 
quimioquinas (Ghosh, et al., 1998). El VPPA inhibe la actividad del NFκB mediante la 
interacción de la proteína codificada por el gen A238L (pA238L) con la subunidad p65 
de NFκB (Powell, et al., 1996; Revilla, et al., 1998). pA238L también interacciona con 
e inhibe la fosfatasa calcineurina, inhibiendo en consecuencia la activación del factor de 
transcripción NFAT (Miskin, et al., 1998; Miskin, et al., 2000). Otra estrategia seguida 
por el VPPA podría ser la de inhibir la respuesta antiviral ejercida por el interferón en 
los macrófagos, en la que podrían estar implicados varios miembros de las familias 
multigénicas 360 y 530 (Afonso, et al., 2004). La proteína codificada por el gen DP71L, 
homóloga a la proteína ICP 34.5 del HSV-1 (Zsak, et al., 1996; Tulman y Rock, 2001), 
interacciona con la fosfatasa celular 1 (PP1), lo que podría evitar el paro en la síntesis 
de proteínas en la célula mediada por la proteína kinasa dependiente de ARN de doble 
cadena (PKR; Rivera, et al., 2007).
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La infección por el VPPA provoca la muerte de la célula por apoptosis 
(Carrascosa, A. L., et al., 2002; Hernáez, et al., 2004a; Hernáez, et al., 2004b; 
Netherton, et al., 2004). Para retrasarla, el virus codifica al menos tres proteínas que 
actúan como inhibidores de la apoptosis, retrasando su desenlace. Una de estas proteínas 
es la codificada por el gen A224L, que es similar a la familia de proteínas inhibidoras de 
la apoptosis (IAP; Chacón, et al., 1995; Nogal, et al., 2001). La expresión de A224L 
resulta en la inhibición de la actividad de la caspasa 3 y en un descenso de la muerte 
celular. Otra de estas proteínas es la codificada por el gen A179L, que es un homólogo 
viral de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Neilan, et al., 1993; Afonso, et al., 1996; 
Revilla, et al., 1997; Brun, et al., 1998). La familia Bcl-2 ejerce su efecto antiapoptótico 
por interaccionar con e inhibir a los miembros de las familias proapoptóticas Bax y las 
proteínas “sólo-BH3”. La tercera proteína codificada por el virus con actividad 
antiapoptótica es la codificada por el gen EP153R (Hurtado, et al., 2004). Esta proteína 
es una lectina tipo C (Galindo, et al., 2000a), y es capaz de reducir la actividad de 
transactivación de la proteína celular p53, cuya transcripción es inducida por la 
infección del VPPA (Granja, et al., 2004). La actividad de la caspasa 3 es más elevada 
en aquellas células infectadas con un virus mutante de deleción de este gen, que en 
células infectadas con el virus salvaje (Hurtado, et al., 2004). 
 
Los ejemplos aquí presentados ilustran la capacidad del VPPA para 
manipular la maquinaria de las células y hacerse con el control de sus vías de 
señalización. Esta capacidad resulta de gran importancia para que el VPPA pueda 
replicarse y evitar las defensas del hospedador. A pesar de conocer con tanto detalle la 
participación y el estado de cada componente del citoesqueleto en las distintas etapas 
del ciclo infectivo del VPPA, se desconocen las señales bioquímicas que el VPPA es 
capaz de manipular para regular el estado del citoesqueleto en cada etapa de su ciclo 
infectivo. La presente tesis doctoral pretende arrojar algo de luz sobre esta cuestión, 
intentando desentrañar qué vías de señalización podrían estar implicadas en el control 
del VPPA sobre el citoesqueleto, especialmente durante la entrada y el transporte del 



































































































































































Los virus requieren de la integridad de distintas vías de señalización 
intracelular en diferentes fases de su ciclo infectivo como la entrada, el transporte 
desde la membrana plasmática hasta su lugar de replicación en la célula, la 
constitución de la factoría viral, la morfogénesis de los viriones y la exocitosis de la 
progenie vírica generada. Estas vías de señalización pueden estar reguladas por 
algunas de las más importantes familias de kinasas, por distintos miembros de las 
familias de GTPasas Ras y Rho e incluso por los lípidos responsables de las 
modificaciones postraduccionales de dichas proteínas. Por ello, para el trabajo de la 
presente tesis doctoral nos propusimos los siguientes objetivos: 
 
1. Estudiar la importancia de la ruta biosintética del colesterol y, más en concreto, 
de los isoprenoides farnesilpirofosfato y geranilgeranilpirofosfato, en el ciclo 
infectivo del VPPA. 
2. Estudiar la implicación de las GTPasas Rho en el ciclo infectivo del VPPA en 
las células Vero, más en concreto, en el proceso de entrada del virus en la célula. 
3. Estudiar la participación de las familias de kinasas PI3K, PKC y ERK/MAPK en 











































































































































































Materiales y Métodos 
1. REACTIVOS 
1.1. Anticuerpos y cromógenos (Tabla 3) 
Anticuerpo primario (*) Uso/Dilución Procedencia 
Anti-actina (C) WB / 1:250 Sigma 
Anti-CDC42 (R) WB / 1:250 BD Transduction Laboratories 
WB / 1:500 
Anti-p30 (R) Dr. José M. Escribano (INIA, Madrid) 
IFI / 1:200 
Clon 18BG3 (R) WB / 1: 5000 
Anti-p72  Ingenasa 
Clon 1BC11(R) IFI / 1:1000 
Anti-Rac1 (R) WB / 1:1000 BD Transduction Laboratories 
Anti-Rap1 (C) WB / 1: 200 Santa Cruz 
WB / 1:4000 
Anti-α-tubulina (R) Sigma 
IFI / 1:2000 
WB / :1:2000 
Anti-α-tubulina acetilada (R) Sigma 
IFI / 1:2000 
Anti-Vimentina CY3 (R) IF / 1:200 Sigma 
Anticuerpo secundario Uso/Dilución Procedencia 
Anti IgG de conejo-HRP WB / 1:4000 Amersham Biosciences 
Anti IgG de ratón-HRP WB / 1:5000 Amersham Biosciences 
TM 488 IFI / 1:300 Molecular Probes Anti IgG de ratón Alexa Fluor 
TM 594 IFI / 1:200 Molecular Probes Anti IgG de ratón Alexa Fluor 
Cromógeno Uso/Dilución Procedencia 
BODIPY TR IF / 1:200 Molecular Probes 
Hoechst 33258 IF / 1 µg/ml Sigma 
Texas Red-X-faloidina IF / 1:40 Molecular Probes 
 
1.2. Espectros de absorción y emisión de fluoróforos (Tabla 4) 
Máxima Máxima 
Fluoróforo 
absorción (nm) emisión (nm) 
Alexa Fluor TM 488 495 519 
Alexa Fluor TM 594 590 617 
BODIPY TR 589 617 
Hoechst 33258 352 461 
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1.3. Inhibidores (Tabla 5) 
Inhibidor Diana Casa Comercial 
Calfostina C PKC Calbiochem 
FTI-277 Farnesiltransferasa (FTasa) Calbiochem 
GGTI-286 Geranilgeraniltransferasa-I (GGTasa-I) Calbiochem 
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa 
Sigma Lovastatina (Mevinolina) 
(HMG-CoA reductasa) 
Toxina B Rho, Rac y Cdc42 Calbiochem 
U-0126 MEK Stressgen 
Wortmannina PI3K Stressgen 
 
1.4. Lípidos de la ruta biosintética del colesterol (Tabla 6) 






1.5. Plásmidos (Tabla 7) 
Plásmido Descripción Procedencia 
pcDNA3-GFP-
Rac1-WT 
Expresa en células de mamífero la proteína verde fluorescente 
en fusión a la proteína Rac1 en su forma nativa.  
Dr.O.Gjoerup 
Expresa en células de mamífero la proteína verde fluorescente 
en fusión a la proteína Rac1 con una mutación que la mantiene 




Expresa en células de mamífero la proteína verde fluorescente 
en fusión a la proteína Rac1 con una mutación que la mantiene 




Expresa en E. coli la proteína Glutation-S-Transferasa (GST) 
en fusión al dominio de la proteína PAK1B (aminoácidos 56-
141; Liu, B. P. y Burridge, 2000) que se une tanto a Rac1 
como a Cdc42 en su estado activo. 
pGEX-2T-PBD Dr.K.Burridge 
Expresa en E. coli la proteína Glutation-S-Transferasa (GST) 
en fusión al dominio de la proteína RalGDS (aminoácidos 1-
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2. CULTIVOS CELULARES 
Se utilizó la línea celular Vero (ATCC CCL81) derivada de fibroblastos de 
riñón de mono verde africano para realizar las infecciones con VPPA. 
Las células Vero se cultivaron en DMEM (Cambrex) suplementado con 
suero bovino fetal (SBF) inactivado por calor (30 min. a 56º C) al 5% (v/v, Cambrex), 
L-glutamina 2mM (Gibco), penicilina 100 UI/ml (Gibco) y estreptomicina 100 µg/ml 
(Gibco). Las células crecieron en condiciones controladas de temperatura (37º C) y CO2 
(5%), subcultivándose cada 2 días empleando tripsina/EDTA (0.25% y 0.025% p/v 
respectivamente; Gibco) para despegarlas de los frascos de cultivo. Para hacer los pases 
de cultivo, las células se contaban con una cámara de Neubauer y tiñéndolas con el 
colorante vital azul de Tripán (Merck). El azul Tripán fue utilizado también para evaluar 
la toxicidad de las distintas drogas usadas en los experimentos. 
 
3. VIRUS E INFECCIONES VIRALES 
3.1. Virus empleados 
Aislado Ba71V (Enjuanes, et al., 1976) de VPPA adaptado a la línea celular 
Vero e incapaz de producir una infección eficaz en el macrófago porcino. 
Virus Ba71-54GFP, generado a partir del aislado Ba71V. Expresa la 
proteína estructural p54 en fusión a GFP en el locus del gen Timidina Kinasa (K196R). 
El locus original de p54 está anulado para evitar la competición entre ambas p54 a la 
hora de incorporarse a la partícula viral (Hernáez, et al., 2006). 
 
3.2. Obtención de inóculos y purificación del VPPA 
Para obtener inóculos procedentes de diferentes aislados del VPPA, se 
infectaron monocapas confluentes de células Vero con el aislado Ba71V a una 
multiplicidad de infección de 0.1 ufp/cél, dejando transcurrir la infección a 37º C y CO2 
al 5% hasta observar un efecto citopático generalizado (de 3 a 4 días). Entonces, se 
recogieron las células y el medio y se sonicaron al 50% de potencia con un sonicador de 
sonda (Sonopuls, Bandelin) 3 veces durante 10 segundos. A continuación se 
centrifugaron a 2200 x g durante 10 minutos a 4º C para eliminar los restos celulares. 
Los sobrenadantes se centrifugaron a 27000 x g durante 4 horas a 4º C. Finalmente, el 
sedimento obtenido fue resuspendido en 4 ml de medio con 5% de SBF y almacenado a 
−80º C hasta su uso. 
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Para purificar parcialmente el inóculo de VPPA obtenido, éste se centrifugó 
a través de un colchón de sacarosa al 40% en PBS a 40000 x g durante 20 minutos a 4º 
C. No obstante, el mayor grado de purificación, que asegura una contaminación por 
fracciones de membrana menor del 1%, se consiguió empleando gradientes de Percoll, 
descrito por Carrascosay colaboradores (1985). 
Los inóculos de virus (ufp/ml) se titularon por plaqueo en agarosa de 
diluciones decimales seriadas del inóculo obtenido (ver apartado 3.4). 
 
3.3. Infecciones con el VPPA 
Se realizaron siempre sobre células Vero sembradas la noche anterior a 
diferentes mdi, según el experimento. Las células a infectar se sembraron a una 
densidad de 9x104 céls/cm2, salvo en los experimentos en los que había que transfectar 
o realizar inmunofluorescencia indirecta (IFI), en los que se sembraron 2,5x104 
céls/cm2. El inóculo vírico se añadió siempre sobre el mínimo volumen necesario para 
cubrir el tapiz celular. Se dejó transcurrir un periodo de adsorción de 90 minutos a 37º 
C, tras el cual se retiró el inóculo y se añadió medio fresco. 
Cuando las infecciones se realizaron en presencia de alguna droga se 
procedió generalmente de tres formas diferentes: una de ellas fue mantener la droga en 
el cultivo durante todo el experimento (generalmente 24 horas, incubando las células 
con ella antes, durante y después de la adsorción del virus); otra consistió en incubar las 
células antes y durante la adsorción del virus, lavando las células tras la adsorción para 
eliminar la droga; en la tercera se añadió la droga 3 horas después de la adsorción del 
virus, considerando que a ese tiempo los viriones ya han alcanzado su destino dentro de 
la célula y han empezado su ciclo replicativo. 
Cuando la droga utilizada fue la calfostina C, se incubaron las células 
durante 3h en la cabina de flujo laminar con la luz encendida con el fin de activar la 
droga. Transcurridas las 3h, se siguió con el experimento, dejando las células en el 
incubador de CO . 2
En todos los casos, tras la adsorción, se lavaron las células tres veces con 
medio fresco para eliminar los viriones que no se hubieran unido a las células. 
 
3.4. Titulación de inóculos del VPPA 
Las titulaciones se realizaron por plaqueo en agarosa sobre monocapas de 
células Vero al 80% de confluencia, infectadas con diluciones decimales seriadas del
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inóculo viral, permitiendo una adsorción en medio con SBF al 5% a 37º C durante 90 
minutos. A continuación se retiró el inóculo viral y se añadió una mezcla de MEM 
(Gibco) 2X completo más agarosa de bajo punto de fusión (Gibco) al 2% atemperada a 
37º C, en proporción 1:1. Las placas producidas por Ba71V se tiñeron y contabilizaron 
con cristal violeta (Sigma)1% (p/v) a los 10-15 días. 
 
4. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS VERO 
Para la transfección de las células Vero se empleó el polímero catiónico 
jetPEITM (“Poly-Plus Transfection”), añadiendo 1µg de plásmido más 1,2 µl de 
jetPEITM a 5.104 céls., siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Las células una vez transfectadas, se mantuvieron en cultivo durante 24h 
para permitir la expresión de las proteínas codificadas por los plásmidos. 
 
5. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA 3 
La actividad de la caspasa 3 fue determinada con un ensayo fluorimétrico de 
extractos de células Vero incubadas con calfostina C a distintas concentraciones durante 
24h, las tres primeras en presencia de luz. Para ello se utilizó el kit comercial “Caspase-
3 Fluorimetric Assay Kit” (Sigma) y se siguieron las recomendaciones del fabricante. El 
sustrato utilizado para la caspasa 3 estaba acoplado al fluorocromo AMC y se utilizó 
como inhibidor específico el DEVD-CHO. Para la detección de emisión de 
fluorescencia se utilizó un fluorímetro lector de placas, dotado del láser y filtros 
adecuados (Tecan). Las longitudes de onda empleadas en la excitación y detección del 
AMC fueron 360 y 460 nm. 
 
6. ANÁLISIS Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
6.1. Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana (Western Blot) 
Las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida 
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE; (Laemmli, 1970) usando el sistema de 
dos tampones (discontinuos), con concentraciones de acrilamida (Acrilamida: 
bisacrilamida al 40%; BioRad) del 10 al 15%, dependiendo del tamaño de la proteína a 
estudiar. Una vez separadas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa con un 
poro de 0.45 µm (Bio-Rad) por transferencia húmeda a 100 V constantes durante 1 hora 
y media. Tras la transferencia las membranas se teñían con Rojo Ponceau (Sigma) para
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comprobar el éxito de la transferencia. El sistema de electroforesis usado fue Mini 
PROTEAN 3 Cell de Bio Rad. 
Para la inmunodetección de las proteínas sobre dicha membrana se adaptó el 
protocolo de Bakkali (Bakkali, et al., 1994) a las recomendaciones de la casas 
comerciales suministradoras de los anticuerpos empleados (Tabla nº). Para el revelado, 
se empleó ECLTM “Western Blotting Detection Reagents” (Amersham Biosciences), 
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial y exponiendo las membranas a 
películas autorradiográficas (Amersham Biosciences). 
Las muestras celulares fueron recogidas en tampón RIPA (salvo las 
muestras de los “pull-downs”; ver apartado 5.5), incubadas 20 minutos a 4º C con 
agitación (noria) y centrifugadas 10 minutos a 16000 x g a 4º C. Los sobrenadantes 
fueron transferidos a tubos nuevos y almacenados a −80º C hasta su uso. Se utilizó el 
reactivo de Bradford (BioRad) para determinar la concentración de proteínas en las 
muestras y poder cargar así en los geles cantidades equivalentes de cada muestra 
(30µg). 
 
6.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
Las células se sembraron a una densidad de 2,5x104 céls/cm2 sobre 
cubreobjetos redondos de 12 mm de diámetro (Geber-Lab). Una vez transcurrido el 
tiempo de infección o transfección deseado, las células se fijaron con paraformaldehído 
(Sigma) al 3.7 % en PBS durante 10 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 
(Sigma) al 0.1 % en PBS durante 15 minutos. Una vez fijadas y permeabilizadas, las 
muestras se bloquearon con BSA (Sigma) al 2% en PBS durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. 
Las células se incubaron con la correspondiente dilución del anticuerpo 
primario (Tabla nº) en PBS, durante 1 hora a 37º C en cámara húmeda, mientras que la 
incubación con la dilución correspondiente del anticuerpo secundario se realizó durante 
30 minutos en cámara húmeda y oscuridad a temperatura ambiente. Después de cada 
paso se lavaron las células con PBS. 
Al hacer dobles marcajes, siempre se seleccionaron combinaciones de 
fluoróforos que tuvieran una máxima distancia en el espectro de emisión (Tabla nº). 
La detección de ácidos nucleicos se llevó a cabo mediante un lavado de las 
células durante 3 minutos con 1 µg/ml de Hoechst 33258 (Molecular Probes, 
Invitrogen) en PBS.
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Para montar el cubreobjetos sobre el portaobjetos se utilizaron 10 µl de 
medio de montaje FluorsaveTM (Calbiochem) y finalmente se sellaron las muestras con 
laca de uñas. 
En los experimentos en los que se contabilizaron el número de células 
infectadas en cultivo, se fijaron las células a las 3 horas post-infección (hpi) y se 
incubaron con un anticuerpo frente a la proteína viral de expresión temprana p30. Así 
podíamos detectar discriminar las células infectadas de las no infectadas. Todas las 
células fueron marcadas con Hoechst 33258. Para calcular los porcentajes de infección, 
en cada tratamiento se contabilizaron el número de células infectadas y las totales de 30 
campos. Cada experimento se repitió tres veces.  
 
6.3. Expresión y purificación de las proteínas GST-PBD y GST-RBD 
Estas proteínas fueron expresadas en la cepa de Escherichia coli BL21 
(DE3). Se cultivaron 200 ml de bacterias a 37º C en LB (Duchefa) a partir de un 
preinóculo de 20 ml hasta alcanzar una DO a 600 nm de entre 0.6 y 0.8. En ese punto se 
indujo la expresión de la proteína añadiendo al cultivo IPTG (Sigma) a una 
concentración de 0,3 mM, permitiéndose la expresión durante 3 horas. A continuación 
fueron recogidas las bacterias por centrifugación y fueron resuspendidas en 10 ml de 
tampón de lisis (20 mM HEPES (Sigma) pH=7.5, 120 mM NaCl (Duchefa), 10% 
glicerol (Duchefa), 2 mM EDTA (Sigma), inhibidores de proteasas (CompleteTM “mini 
EDTA-free”; Roche), lisozima 1 mg/ml). Una vez resuspendidas se incubaron durante 
30 minutos a 4º C. Transcurrido este tiempo, se sonicó la suspensión dos veces durante 
20 segundos cada una usando un sonicador de sonda al 70% de potencia. Tras la 
sonicación, se centrifugó la muestra a 27000 x g 15 minutos a 4º C. Al sobrenadante se 
le añadió el detergente no iónico NP-40 (Sigma) a una concentración final del 0,5%. A 
continuación se añadieron 600 µl de Glutathione Sepharose TM 4B (Amersham 
Biosciences) al 50% para purificar la proteína GST-PBD o GST-RBD, y se dejó la 
mezcla agitando 1 hora a 4º C. Transcurrida la hora se lavó la sefarosa con tampón de 
lisis con NP-40 tres veces y tres veces más con tampón de lisis sin NP-40. 
La cantidad de proteína obtenida se determinó mediante SDS-PAGE y 
posterior tinción con azul brillante de Coomassie (Sigma). Para estimar la cantidad de 
proteína obtenida se cargaron en los geles cantidades conocidas de BSA, comparándose 
las bandas de las distintas proteínas por densitometría (Tina 2.0). 
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6.4. Cuantificación de la GTPasa Rho-A activa 
Se utilizó el kit comercial G-LISATM “RhoA Activation Assay Biochem 
KitTM” (basado en absorbancia; Cytoskeleton). Se cultivaron e infectaron células Vero a 
diferentes tiempos (Apartado 6.5) y se procesaron siguiendo las indicaciones del 
fabricante. 
 
6.5. Ensayo de precipitación de Rac1, Cdc42 y Rap1 activos (“pull-down”) 
Se siguió la metodología descrita en (García-Bernal, et al., 2005) con ciertas 
modificaciones: Células Vero infectadas a diferentes tiempos a una mdi=5 ufp/cél (7.106 
céls. por tiempo) se lavaron 2 veces con PBS frío y se recogieron en 0,5 ml de tampón 
de lisis frío (50mM Tris (Sigma) pH=7.4, 100mM NaCl, 1% NP-40, 10% glicerol, 2mM 
MgCl2 (Sigma), inhibidores de proteasas). Las muestras se incubaron 20 minutos a 4º C 
con agitación (noria), se centrifugaron 10 minutos a 16000 x g a 4º C. Se separó una 
pequeña alícuota del sobrenadante para detectar por western blot la cantidad total de 
Rac1, Cdc42 o Rap1 según el caso. El resto se congeló en nitrógeno líquido. Las 
muestras se almacenaron a −80º C hasta su uso. 
Para detectar los niveles de Rac1 y Cdc42 activos se incubaron las muestras 
obtenidas con 30 µg de GST-PBD (GST-RBD en el caso de Rap1) durante 1 hora a 4º C 
con agitación. Tras la incubación se lavó el complejo GST-PBD-Rac1/Cdc42 o GST-
RBD-Rap1 unido a sefarosa dos veces con tampón de lisis (en el que se habían 
sustituido los inhibidores de proteasas por PMSF (Sigma) 1mM). Tras el último lavado, 
se resuspendió la sefarosa en 30 µl de tampón Laemmli 1X (Laemmli, 1970). Las 
muestras fueron analizadas por western blot. Para estimar el grado de activación de las 
GTPasas a lo largo de la infección, se densitometraron (Tina 2.0) las bandas 
correspondientes, relativizándose el valor obtenido de cada muestra con la cantidad de 
la GTPasa total correspondiente, detectada y estimada también por western blot y 
densitometría. 
Las células fueron cultivadas con medio sin suero durante 24h antes de la 
realización del experimento y a una densidad de 6.104 céls/cm2 para mantener la 
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7. MICROSCOPÍA 
7.1. Microscopía de fluorescencia convencional 
De manera rutinaria, se empleó un microscopio dotado de cámara digital 
(Leica) y de los filtros necesarios para detectar la emisión de fluorescencia de los 
fluoróforos y cromógenos utilizados y descritos en esta tesis. 
 
7.2. Microscopía Confocal 
El microscopio confocal utilizado fue el TCS SP2 (Leica) dotado de 6 líneas 
de láser en el espectro visible (458, 476, 488, 514, 543 y 633 nm.) y 2 líneas en el de 
ultravioleta (351, 364 nm). La adquisición de imágenes se realizó empleando el 
programa informático LEICA Confocal Software versión 2.5™. Para el procesamiento 
final de las imágenes obtenidas se empleó Adobe Photoshop 8.0™. 
 
7.3. Microscopía Electrónica de Transmisión 
El microscopio electrónico utilizado fue el modelo JEOL JEM 10-10, el 
cual tenía acoplada una cámara digital de la casa Bioscan, modelo GATAN. El 
procesamiento final de las imágenes obtenidas se llevó a cabo con Adobe Photoshop 
8.0TM. 
Las muestras se obtuvieron a partir de células infectadas en presencia o 
ausencia de toxina B a 16hpi. Las células fueron tripsinizadas y centrifugadas para ser 
concentradas. Tras un lavado con PBS, las células fueron fijadas con glutaraldehido 
(Sigma) al 2,5% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente agitándose en una 
noria. Transcurrido este tiempo las células fueron centrifugadas y fueron lavadas con 
PBS 3 veces, durando 10 minutos cada lavado. Tras los lavados las células fueron 
resuspendidas en agar (Conda) al 3% y centrifugadas para concentrarlas. 
Los bloques de agar con los sedimentos de células fueron cortados en 
secciones de 1-2 mm de grosor. Las secciones se lavaron con PBS y fueron incubadas 
en una solución de tetróxido de osmio al 1% en PBS durante 90 minutos a temperatura 
ambiente. Tras la osmificación las células fueron lavadas 3 veces con PBS. Una vez 
lavadas, las secciones fueron deshidratadas e incluidas en molde. A continuación, se 
hicieron cortes ultrafinos, colocados en rejillas de barrotes, que fueron sometidas a 
contraste con acetato de uranilo y plomo Reynold’s. 
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8. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
8.1. Cepas bacterianas 
DH5α (ATCC 700790): cepa de Escherichia coli (E. coli) empleada de 
forma estándar para la obtención y conservación de los vectores empleados (Hanahan, 
1983). 
BL21 (DE3): Cepa de E. coli que expresa la ARN polimerasa del 
bacteriófago T7 de forma constitutiva, bajo un promotor inducible por IPTG. Empleada 
para la expresión y purificación de proteínas exógenas. 
Todas las cepas se cultivaron en medio LB (Duchefa) líquido con ampicilina 
(100µg/ml; Duchefa) a 37º C con agitación constante hasta alcanzar la DO a 600 nm 
deseada. La conservación de las cepas se realizó en medio LB con glicerol (Duchefa) al 
15% y almacenadas a −80º C. 
 
8.2. Transformación de cepas bacterianas 
Se prepararon células competentes de las cepas bacterianas DH5α y BL21 
(DE3), por el método de cloruro de rubidio (Sigma; Hanahan, 1983). Para la 
transformación de dichas células competentes con vectores plasmídicos se empleó el 
método de transformación por choque térmico (Studier, 1991). 
 
8.3. Obtención de ADN plasmídico de E. coli 
Un cultivo de 100 ml de células DH5α transformadas con el vector de 
interés, era suficiente para la extracción y purificación del ADN plásmidico empleando 
Plasmid Midi Kit (Qiagen). La cuantificación y estimación de pureza del ADN obtenido 
se realizó midiendo absorbancia a 260 y 280nm en el espectrofotómetro Gene Quant I 
(Amersham Biosciences). 
Para la obtención de ADN plásmidico a partir de cultivos de E. coli de 

















































































































































































































1. PAPEL DE LA RUTA BIOSINTÉTICA DEL COLESTEROL EN EL CICLO 
INFECTIVO DEL VPPA 
1.1. Inhibición de la ruta biosintética del colesterol mediante lovastatina 
Las estatinas son un grupo de compuestos que actúan como inhibidores de 
la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa. Este enzima, a 
partir de HMG-CoA, genera ácido mevalónico como precursor de la ruta biosintética 
del colesterol (Figura 2; Goldstein y Brown, 1990). Debido a su acción inhibidora sobre 
la HMG-CoA reductasa, las estatinas son utilizadas como agentes terapéuticos para 
tratar la hipercolesterolemia (Grundy, 1988; Corsini, et al., 1995). Los isoprenoides FPP 
y GGPP son generados también como precursores durante la biosíntesis del colesterol. 
Estas moléculas son incorporadas postraduccionalmente a proteínas como las GTPasas 
de la familia Rho. El bloqueo de la síntesis de estos compuestos por las estatinas 
conlleva la inhibición de las GTPasas Rho y, por tanto, los procesos regulados por estas, 
como el estado del citoesqueleto, quedan afectados (Koch, et al., 1997). La acción de 
las estatinas es capaz también de inhibir la infección de virus como el VIH por su efecto 
negativo sobre las GTPasas Rho (del Real, et al., 2004). 
El VPPA requiere la presencia de colesterol en la membrana celular y la 
explotación del citoesqueleto para llevar a cabo su ciclo infectivo (Carvalho, et al., 
1988; de Matos y Carvalho, 1993; Bernardes, et al., 1998; Alonso, et al., 2001). Con el 
fin de estudiar si la actividad de las estatinas podía afectar a la replicación del VPPA, se 
analizó el efecto de la lovastatina en la producción de virus y en la capacidad infectiva 
del VPPA. 
Antes de comenzar los experimentos con virus, se estudió la viabilidad de 
las células Vero incubadas durante 24 o 48h con distintas concentraciones de 
lovastatina. La incubación durante tiempos tan largos se realizó para asegurar la 
máxima depleción posible de colesterol y los isoprenoides en las células. En presencia 
de lovastatina, las células perdieron su morfología característica y sufrieron una fuerte 
retracción, siendo estos efectos similares a los descritos en la bibliografía (Schmidt, R. 
A., et al., 1982; Bifulco, et al., 1993). Las células toleraron bien la presencia de 
lovastatina en el medio, empezando a aparecer mayor cantidad de células muertas 
cuando la concentración de lovastatina alcanzaba 10 y 50µM (Figura 8). La viabilidad 





Figura 8. Estudio de la viabilidad celular en presencia de lovastatina. Las células 
fueron incubadas durante 24h (A) o 48h (B) antes de ser contabilizadas con la tinción 
vital azul de Tripán. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar 
de tres experimentos independientes. 
 
1.1.1. Efecto de la lovastatina en la obtención de progenie vírica 
Para estudiar el posible efecto de la lovastatina en la producción de virus, 
células Vero incubadas durante 24 o 48h con distintas concentraciones de lovastatina 
fueron infectadas a una mdi= 0,5 ufp/cél. Tras la adsorción, las células fueron lavadas y 
se añadió medio fresco con lovastatina, dejando proseguir la infección durante 24h, 
transcurridas las cuales se recogieron los viriones producidos y se titularon. Los 
resultados mostraron una fuerte reducción de los títulos virales en presencia de 
lovastatina, que se veía acentuada cuanto mayor era la concentración de lovastatina 
(Figura 9A). El tratamiento con lovastatina durante 48h mostró también un efecto más 
severo que el tratamiento de 24h (Figura 9B). 
Con la finalidad de averiguar si esta drástica reducción de los títulos virales 
se debía exclusivamente a la ausencia de colesterol en las células o también a la 
ausencia de los isoprenoides, se procedió a infectar nuevamente células en presencia de 
lovastatina complementada con mevalonato, colesterol, FPP o GGPP. Estos compuestos 
fueron incubados solos o combinados entre ellos junto con la lovastatina. La figura 9, en 
los paneles C y D, muestra como solamente la complementación con mevalonato fue 
capaz de restablecer los títulos virales. Ni el colesterol por sí solo, ni los isoprenoides, 
ni sus combinaciones pudieron recuperar los títulos de virus. 
Este resultado indicaría que la integridad de la ruta biosintética del 






Figura 9. Influencia de la lovastatina en los títulos virales. (A) y (B) La incubación 
con lovastatina redujo los títulos de virus de un modo dependiente de la dosis tanto a 
24h (A) como a 48h (B). La complementación con mevalonato recuperó los títulos 
virales a 24h (C) y 48h (D). Col: Colesterol (5µg/ml); FPP (5µM); GGPP (5µM); Lov: 
Lovastatina; Mev: Mevalonato (200µM). Los datos mostrados representan la media y 
la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
Resultados 
1.1.2. Efecto de la lovastatina en la capacidad infectiva del VPPA 
Analizamos también si el VPPA era capaz de empezar su ciclo infectivo en 
células incubadas con lovastatina y si alguno de los lípidos anteriores podía revertir el 
efecto producido por la lovastatina. Para ello se incubaron células Vero durante 24 o 
48h con lovastatina a solas o con lovastatina complementada con alguno de los cuatro 
lípidos anteriores, y se infectaron a una mdi de 0,5 ufp/cél. A las 3hpi, las células fueron 
fijadas y procesadas para estudiar por inmunofluorescencia el número de células que 
habían podido ser infectadas en cada tratamiento (Figura nº10). Para identificar las 
células infectadas se utilizó un anticuerpo frente a la proteína viral p30, que es de 
síntesis temprana. Como era de esperar, el número de células infectadas en presencia de 
lovastatina disminuyó drásticamente, hasta un 7% cuando la lovastatina se mantuvo en 
el cultivo durante 24h y por debajo del 4% cuando la droga se mantuvo 48h. Como en el 
experimento anterior, la presencia del mevalonato revertió la situación, tanto a 24 como 
a 48h. A diferencia del experimento en el que se valoraban los títulos de virus 
obtenidos, aquí el GGPP fue capaz de anular el efecto de la lovastatina, aunque no 
totalmente ni de manera tan eficaz como el mevalonato. En las células incubadas 24h 
con lovastatina y GGPP el porcentaje de células infectadas con respecto a aquellas 
células incubadas solamente con lovastatina fue del 90%, mientras que en las incubadas 
48h el porcentaje no fue mayor del 70%. Esto podría ser debido a que la presencia de 
GGPP por sí sola no sería suficiente para permitir la entrada de los viriones. 
Estos resultados apuntarían nuevamente a que el VPPA requiere la 
integridad de la ruta biosintética del colesterol para infectar adecuadamente las células 
Vero. 
 
1.2. Inhibición de la prenilación de proteínas celulares 
La lovastatina priva a las células de todos los componentes de la vía de 
síntesis del colesterol, incluyendo a los isoprenoides y a otros lípidos que podrían ser 
necesarios durante el ciclo infectivo del VPPA. Para estudiar el efecto que podía causar 
la carencia de prenilación en las células infectadas exclusivamente, esto es, sin afectar a 
la síntesis de los precursores del colesterol, se recurrió al uso de inhibidores específicos 
de la prenilación: FTI-277, que inhibe la enzima FTasa, impidiendo por tanto la 
modificación postraduccional de proteínas de la superfamilia Ras por adición de FPP; y 












Figura 10. Capacidad infectiva del VPPA en presencia de lovastatina sola o en combinación 
colesterol, mevalonato, FPP o GGPP. (A, C) Imágenes representativas del número de células 
infectadas a 3hpi en ausencia de lovastatina (a, g), o en presencia de lovastatina a una 
concentración 3µM (b-f, h-l). Las células fueron preincubadas durante 24h (A) o 48h (C) con sólo 
lovastatina (b, h) o combinada con mevalonato (c, i; 200µM), colesterol (d, j; 5µg/ml), GGPP (e, k; 
5µM) o FPP (f, l; 5µM). Las células infectadas fueron marcadas con un anti-p30 seguido de un 
anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos nucleicos 
(azul) se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. Barra 35µm. (B, D) Gráficos 
que muestran los porcentajes de células infectadas en presencia de lovastatina sola o combinada 
con mevalonato, colesterol, FPP o GGPP, preincubando las células con los citados compuestos 24h 
(B) o 48h (D). Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. En cada experimento se calculó el porcentaje de células infectadas 






Figura 11. Análisis de la viabilidad celular en presencia de FTI-277 o GGTI-286. Las 
células fueron incubadas durante 24h en presencia de FTI-277 (A) o GGTI-286 (B) antes 
de ser contabilizadas con la tinción vital azul de Tripán. Los datos mostrados representan 
la media y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
Resultados 
diversos miembros de la superfamilia Ras, con excepción de la familia Rab. El uso de 
estos inhibidores podía, por tanto, dar alguna pista sobre la participación de estas 
proteínas celulares en la infección por el VPPA. Tras estudiar a qué concentraciones se 
podían utilizar estas drogas sin resultar tóxicas para las células (Figura 11), se 
analizaron sus efectos sobre la producción de virus y la infectividad del VPPA. 
 
1.2.1. Efecto de los inhibidores de prenilación en la producción de virus 
Células Vero incubadas dos horas antes de la adición del virus a distintas 
concentraciones de ambas drogas fueron infectadas a una mdi de 0,5 ufp/cél. Tras la 
adsorción, se retiraron los inóculos y las células fueron lavadas. La infección se dejó 
transcurrir durante 24h con medio fresco al que se le había añadido la cantidad de 
inhibidor correspondiente. En la figura 12A se puede observar como ambos inhibidores 
son capaces de reducir los títulos virales, siendo la reducción más fuerte la producida 
por el inhibidor de la geranilgeranilación (GGTI-286; a 50µM un 2% del título obtenido 
sin inhibidor). Con objeto de averiguar en qué momento del ciclo infectivo (si durante la 
entrada del virus o en un paso posterior, una vez comenzada la síntesis de proteínas 
tempranas) podía ser necesaria la participación de la FTasa y la GGTasa-I, se infectaron 
células a las que se les habían añadido estos inhibidores en distintos momentos: 2h antes 
y durante la adsorción del virus, retirando el inóculo tras la adsorción y añadiendo 
edio fresco sin inhibidor; o bien, 3h después de la adsorción manteniendo el inhibidor 
a durante el resto del experimento; otras células, en cambio, fueron infectadas en 
resencia de los inhibidores durante todo el ciclo infectivo, como en el experimento 
anterior. 
El análisis de la producción de virus mostró que la actividad de la FTasa es 
importante durante la entrada del VPPA, ya que los títulos de virus sólo disminuyeron 
cuando el inhibidor de la farnesilación (FTI-277) fue añadido antes de la entrada del 
virus y no después (Figura 12B). En cambio, la actividad de la GGTasa-I es necesaria 
en distintas etapas del ciclo replicativo del VPPA, como demuestra el hecho de que los 
títulos virales disminuyan independientemente de que el inhibidor GGTI-286 sea 
añadido antes o después de la entrada del virus (Figura 12B). A juzgar por los efectos 
producidos por ambos inhibidores, serían varias las proteínas preniladas implicadas en 








Figura 12. Los inhibidores de prenilación afectan a la producción de virus. (A) El inhibidor GGTI-
286 reduce drásticamente los títulos de virus, mientras que el inhibidor FTI-277 los reduce de un modo 
más moderado. (B) El inhibidor GGTI-286 reduce los títulos virales independientemente del momento 
en que se añada al cultivo. En cambio, el inhibidor FTI-277 los reduce si es añadido antes de la 
adsorción. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de tres experimentos 
independientes. 
 
1.2.2. Efecto de los inhibidores de prenilación en la capacidad infectiva del VPPA 
nhibidor FTI-277 sugieren que la 
inhibición de la farnesilación durante la entrada del VPPA estaría afectando a un paso 
El siguiente aspecto que estudiamos fue la capacidad infectiva del VPPA en 
presencia de estos inhibidores. Para ello, como en el experimento con lovastatina, se 
realizaron inmunofluorescencias contabilizando las células infectadas a 3hpi marcadas 
con un anticuerpo anti-p30. Sorprendentemente, la capacidad infectiva del VPPA no se 
vio afectada por la presencia del inhibidor FTI-277, siendo similar el número de células 
infectadas tanto en presencia como en ausencia de dicho inhibidor (Figura 13B). 
En cambio, en presencia de GGTI-286, el número de células infectadas 
descendió a niveles inferiores al 20% en la concentración de droga más alta ensayada 
(Figura 13D). 
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Figura 13. Capacidad infectiva del VPPA en presencia de los inhibidores de prenilación. Se 
infectaron células Vero (mdi=0,5 ufp/cél) en presencia o ausencia del inhibidor FTI-277 o bien del 
inhibidor GGTI-286 y a 3hpi se procesaron para contabilizar por inmunofluorescencia el número de 
células infectadas en cada tratamiento. (A, C) Imágenes representativas del número de células infectadas a 
3hpi con 0 (a, d), 20 (b, e) o 30µM (c, f) de FTI-277 (A) o GGTI-286 (C) Las células infectada
 un anti-p30 seguido de un anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 
os ácidos nucleicos (azul) se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. 
Barra 20µm. (B, D) Gráficos que muestran los porcentajes de células infectadas en presencia de distintas 
concentraciones de FTI-277 (B) o de GGTI-286 (D). Los datos mostrados representan la media y la 
desviación estánda
das respecto a las totales en 30 campos diferentes. 
Resultados 
posterior a la entrada del virus, puesto que la infectividad del VPPA no se vio mermada 
en presencia de dicho inhibidor. Por otro lado, los efectos observados al inhibir la 
geranilgeranilación indican que es necesaria la participación de algunas proteínas que 
incorporen un grupo geranilgeranilo durante la entrada del VPPA y también en etapas 
más tardías de la infección, puesto que tanto la infectividad como los títulos virales se 
vieron reducidos en presencia de GGTI-286 en los distintos tiempos ensayados. No 
puede descartarse que alguna de las proteínas que incorpore un grupo geranilgeranilo 
que se active durante la entrada del VPPA afecte alguna etapa posterior, como ocurre en 
el caso de la farnesilación. 
 
2. PAPEL DE LA FAMILIA DE LAS GTPASAS RHO EN EL CICLO 
INFECTIVO DEL VPPA 
Los resultados obtenidos en los experimentos realizados con lovastatina y 
los inhibidores de las preniltransferasas, sugerían la participación de distintos miembros 
de la superfamilia Ras en varias etapas del ciclo replicativo del VPPA, incluyendo el 
paso de la entrada del virus, que se había visto afectado por la acción del inhibidor de la 
geranilgeranilación. Entre los miembros de esta superfamilia, los primeros candidatos a 
participar en la entrada del virus podrían ser los miembros de la familia Rho, ya que 
muchos de ellos incorporan un grupo geranilgeranilo, esencial para su actividad. El 
hecho de que estas GTPasas gobiernen el citoesqueleto y el tráfico de vesículas 
(Qualmann y Mellor, 2003; Gundersen, et al., 2004; Watanabe, et al., 2005; Bustelo, et 
al., 2007), las convertía en serias candidatas a participar en la entrada del VPPA, el cual, 
como ya se ha comentado anteriormente, entra en las células a través de una endocitosis 
mediada por receptor y utiliza los microtúbulos para transportarse por la célula hasta 
llegar a las proximidades del núcleo (Carvalho, et al., 1988; de Matos y Carvalho, 1993; 
Alonso, et al., 2001). 
 
2.1. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la producción de virus 
Con el fin de examinar la validez de esta hipótesis, se interfirió la actividad 
de esta familia de proteínas en el transcurso de la infección. Para ello se recurrió a la 
acción inhibidora de la toxina B de Clostridium difficile. Esta toxina es capaz de inhibir 
a los miembros más conocidos de la familia Rho: RhoA, Rac1 y Cdc42. A la GTPasa 
RhoA la inactiva glucosilando a la treonina de la posición 37, y a las proteínas Rac1 y 
dc42 en la posición correspondiente (Just, et al., 1995). Esta glucosilación impide a 





La presencia de este inhibidor de las GTPasas Rho produjo en las células 
Vero la retracción, el redondeo y el aspecto arborizado descritos en la bibliografía 
(Fiorentini, et al., 1989; Malorni, et al., 1990), aunque a unas concentraciones de toxina 
bastante más elevadas (25 ng/ml frente a los 0,15 ng/ml descritos en Malorni y 
colaboradores). Al igual que con las drogas anteriores, se evaluó la viabilidad celular en 
presencia de este inhibidor a distintas concentraciones (Figura 14), en las que no resultó 
ser tóxico para las células Vero. 
 
En la figura 15A puede apreciarse como la inhibición de las GTPasas Rho, 
en un cultivo de células infectadas, provoca una reducción cercana al 50% en los títulos 
virales obtenidos. Se puede observar también como esta reducción es similar en todas 
las concentraciones ensayadas del inhibidor, sin darse un efecto dependiente de la dosis. 
Al incubar las células con este inhibidor a distintos tiempos del ciclo infectivo (la 
misma estrategia utilizada que con los inhibidores FTI-277 y GGTI-286), se descubrió 
que la reducción del título viral se produce al añadir la droga antes de la adsorción del 
virus (Figura 15B). 
Este result
Figura 14. Estudio de la viabilidad celular en 
presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Las 
células fueron incubadas durante 24h con el inhibidor 
de las GTPasas Rho antes de ser contabilizadas con la 
tinción vital azul de Tripán. Los datos mostrados 
representan la media y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. 
ado apunta a que la participación de las GTPasas Rho durante la 
ntrada del virus es necesaria para el éxito de la infección. 
2.2. Implic
2hpi), coincidiendo con 
e
 
ación de las GTPasas Rho en la acetilación de los microtúbulos durante 
la entrada del VPPA 
Las GTPasas de la familia Rho podrían participar en la entrada del VPPA 
modulando la estabilidad de los microtúbulos (Best, et al., 1996; Cook, et al., 1998; 
Daub, et al., 2001; Palazzo, et al., 2001; Fukata, et al., 2002), que el virus explota para 
llegar hasta la región perinuclear (Alonso, et al., 2001). El VPPA estabiliza los 
microtúbulos durante los tiempos tardíos de la infección (1
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Figura 15. Producción de virus en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. (A) Las células 
fueron incubadas con el inhibidor de las GTPasas Rho desde 2-4h antes de la infección. Tras la 
adsorción se lavaron las células y se añadió medio fresco con inhibidor. (B) El inhibidor de las 
GTPasas Rho fue añadido en distintos momentos del ciclo infectivo, reduciendo los títulos de virus al 
añadirse antes de la adsorción. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de 
tres experimentos independientes. 
 
el momento en el que las nuevas partículas de virus formadas comienzan a migrar a la 
periferia de la célula (Jouvenet, et al., 2004). De la misma manera, el VPPA debería 
estabilizar los microtúbulos al entrar en las células que infecta, al utilizarlos para 
transportars
entrada del VPPA induce la estabilización de los microtúbulos, 
detectándos
 Figura 16C). Con el fin de 
omprobar si este aumento en la acetilación de la α-tubulina era debido a la actividad de 
cogidas a los 30mpi, que era el tiempo en el que se había 
detectado e
e por el citoplasma de la célula. 
Para comprobar esta posibilidad, se analizó por WB la cantidad de α-
tubulina acetilada a distintos tiempos durante las 3 primeras horas de la infección 
(Figura 16A). Las bandas obtenidas en el WB fueron densitometradas para obtener unos 
valores semicuantitativos y poder evaluar el grado de acetilación de la α-tubulina. Los 
valores de α-tubulina acetilada fueron relativizados con los valores obtenidos de α-
tubulina total, determinados también por WB y densitometría. Los resultados obtenidos 
confirmaron que la 
e un pico de máxima acetilación (aumento de 4 veces de la cantidad de α-
tubulina acetilada) a los 30 minutos post-infección (mpi;
c
las GTPasas Rho, se procedió a su inhibición y posterior infección de las células. Todas 
las muestras fueron re
l máximo nivel de acetilación de la α-tubulina. Como se puede apreciar en la 
figura 16, paneles B y D, la inhibición de las GTPasas Rho impidió el aumento de los 
niveles de α-tubulina acetilada, hallándose incluso por debajo de los niveles basales.
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Este resultado sugiere que las GTPasas Rho deben activarse durante la 
entrada del VPPA y que esta activación deriva en un incremento de la cantidad de α-
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Figura 16. Determinación del grado de acetilación de los microtúbulos durante la entrada del VPPA 
 de las GTPasas Rho. (A) Detección por WB de tubulina acetilada y total en células Vero 
infectadas (mdi=5 ufp/cél) a distintos tiempos postinfección, en ausencia (A) o presencia del inhibidor de 
las GTPasas Rho (B). El incremento del nivel de tubulina acetilada se calculó tras densitometrar las 
e implicación
bandas obtenidas en A y B (reflejados en C y D, respectivamente), relativizando los valores obtenidos de 
tubulina acetilada con sus correspondientes niveles de tubulina total. Las células fueron cultivadas sin 
suero durante 24h antes de la realización del experimento para disminuir los niveles basales de acetilación 
de la tubulina. Los resultados mostrados corresponden a la media y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. Tub: Tubulina. 
 
2.3. Determinación del grado de activación de las GTPasas Rho durante la entrada 
del VPPA 
Una vez que se hubo comprobado que la actividad de las GTPasas Rho era 
necesaria durante la entrada del VPPA en las células Vero, se pasó a averiguar cual de 
ellas podía estar directamente implicada en los procesos estudiados. 
Para estudiar el grado de activación de RhoA se utilizó un kit comercial tipo 
ELISA basado en absorbancia. Las muestras se recogieron a distintos tiempos durante la 
primera hora de la infección por el VPPA, y al analizarse no se detectó ningún aumento 
en el grado de activación de RhoA (Figura 17). 
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Figura 17. Ensayo de activación de RhoA. Células Vero infectadas a una mdi=5 ufp/cél fueron 
recogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas para cuantificar el grado de activación de 
RhoA durante la entrada del VPPA. Para ello se utilizó un kit comercial tipo ELISA basado en
absorbancia. Las células fueron cultivadas en medio sin suero con el fin de mantener la actividad de las 
GTPasas Rho en un estado basal. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de 
tres experimentos independientes. C+: Control positivo. Mock: Células no infectadas. Los tiempos 
reflejados son minutos postinfección. 
 
El grado de activación de Rac1 y Cdc42 se estudió mediante ensayos de 
“pull-down”, consistentes en capturar las formas activas de estas dos GTPasas. Para 
ello, se incubaron extractos de células infectadas con la proteína purificada GST-PBD, 
expresada en E. coli. Tras la incubación, las muestras fueron separadas en geles de 
acrilamida para ser transferidas después a membranas de nitrocelulosa y detectar por 
WB Rac1 o Cdc42. Las bandas detectadas así se correspondían únicamente a las formas 
activas de ambas GTPasas, puesto que la forma inactiva no interacciona con el dominio 
PBD. 
Los incrementos de activación reflejados en los gráficos de la figura 18 
muestran que, durante la entrada del VPPA, únicamente aumenta el grado de activación 
de Rac1, alcanzándose un incremento máximo de activación a los 25 mpi. 
Tras estos ensayos pudimos determinar que Rac1 era el miembro de la 
ebía ser necesaria para el éxito de la infección por el virus. 
 
 la entrada del 
VPPA en la
ección por el VPPA. Si la inhibición de 
las GTPasas Rho estaba afectando a la entrada del VPPA, la cantidad de células que 
familia Rho que se activaba durante la entrada del VPPA en las células Vero, cuya 
activación d
2.4. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la síntesis de proteínas virales 
La inhibición de las GTPasas de la familia Rho antes de
s células Vero, provocaba una reducción de los títulos virales de casi la 
mitad. Asimismo, la inhibición de dichas GTPasas antes de la entrada del VPPA, 
impedía el aumento del grado de acetilación de los microtúbulos que se produce durante 







igura 18. Ensayo de activación de Rac1 y Cdc42. Células Vero infectadas a una mdi=5 ufp/cél fueron 
cogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas para cuantificar el grado de activación de Rac1 
y Cdc42 durante la entrada del VPPA. Para ello se realizaron ensayos de ”pull-down” y WB (A). Las 
bandas obtenidas correspondientes a las GTPasas activas fueron densitometradas y relativizadas con las 
totales para calcular los incrementos de activación (B). Las células fueron cultivadas en medio sin suero 
con el fin de mantener la actividad de las GTPasas Rho en un estado basal. Los datos mostrados 
representan la media y la desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. Mock: 
Células no infectadas. Los tiempos reflejados son minutos postinfección.
Rac1 Activo 
Rac1 Total 
Mock 10’ 15’ 20’ 25’ 30’5’ 
A 
B 














Mock 4 8 16 24hpi   
p72 
Mock 4 8 16 24hpi 
p30 
Actina 
Figura 19. Síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Células 
Vero infectadas a una mdi=0,5 ufp/cél fueron recogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas 
para determinar por WB los niveles de síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de las 
GTPasas Rho (100 ng/ml). El inhibidor fue añadido antes de la adsorción del virus, después de la 
adsorción, o bien se mantuvo presente durante todo el ciclo infectivo. Mock: Células no infectadas. La 
detección de actina se utilizó como control interno de carga de las muestras. 
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podrían infectarse en cultivo sería menor y, por tanto, sería esperable que la síntesis de 
proteínas virales fuera también menor. 
Para comprobar este hecho, se infectaron células Vero en presencia del 
inhibidor de las GTPasas Rho a distintos tiempos, como en los experimentos descritos 
anteriormente. Se analizó por WB la síntesis de proteínas tempranas (p30) y tardías 
(p72) del VPPA, encontrándose que la inhibición de las GTPasas Rho, 
independientemente del momento en el que se inciase, no afectaba a la síntesis de 
proteínas virales (Figura 19). Este resultado indicaría que la entrada del VPPA en las 
células y, por tanto, el establecimiento de la infección, no debían verse afectados por la 
inhibición de las GTPasas Rho. 
 
2.5. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la capacidad infectiva del VPPA 
Con objeto de comprobar si la infectividad del VPPA en las células Vero se 
veía afectada al inhibir las GTPasas Rho, se procedió a comparar el número de células 
que eran capaces de infectarse en cultivo en presencia o ausencia del inhibidor de dichas 
GTPasas. Se realizaron inmunofluorescencias a 3hpi, detectando las células infectadas 
con un anticuerpo anti-p30. 
En consonancia con los resultados obtenidos en el experimento anterior, la 
inhibición de las GTPasas Rho no afectó a la capacidad infectiva del VPPA, siendo 
capaz de infectar un número similar de células tanto si las GTPasas Rho eran inhibidas 
como si no (Figura 20). 
Estos hallazgos restaban protagonismo a las GTPasas Rho, en concreto a 
Rac1, en el proceso de la entrada del VPPA, indicando más bien que su temprana 
activación sería necesaria para alguna etapa posterior. 
 
2.6. Efecto de interferir la actividad de Rac1 en la internalización de partículas 
virales 
Con el fin de corroborar los resultados obtenidos anteriormente, diseñamos 
un experimento para interferir de forma específica la actividad de Rac1. Para ello 
utilizamos una serie de plásmidos que expresaban en fusión a GFP las formas nativa 
(WT), dominante negativa (17N) y permanentemente activa (Q61L) de Rac1 (Kraynov, 
et al., 2000). Con el plásmido que expresaba Rac1-17N se podía interferir de manera 
specífica la actividad de Rac1 sin afectar al resto de GTPasas Rho. Así se podría 






Figura 20. Capacidad infectiva del VPPA en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Se 
infectaron células Vero en presencia o ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho (mdi=0,5 ufp/cél) y a 
3hpi se procesaron para contabilizar por inmunofluorescencia el número de células infectadas en cada 
tratamiento. (A) Im
50ng/ml (c)
ágenes representativas del número de células infectadas a 3hpi con 0 (a), 25 (b) o 
 de inhibidor. Las células infectadas fueron marcadas con un anti-p30 seguido de un 
anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos nucleicos (azul) 
se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258.Barra 35µm. (B) Gráfico que muestra los 
porcentajes de células infectadas en presencia de distintas concentraciones del inhibidor de las GTPasas 
Rho. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de tres experimentos 
independientes. En cada exp
en 30 campos diferentes.  
erimento se calculó el porcentaje de células infectadas respecto a las totales 
 
 células Vero transfectadas con 
stos plásmidos y se dejó transcurrir la infección durante 1h. Luego las células fueron 
 fueron marcadas con un anticuerpo frente a la proteína mayoritaria de la 
cápsida, la 
podía entrar en las células Vero y llegar hasta su lugar de replicación en la célula sin 
requerir la actividad de Rac1. Para ello, se infectaron
e
fijadas y procesadas para ser analizadas mediante inmunofluorescencia. Las partículas 
de virus
p72. La adquisición de imágenes de las inmunofluorescencias fue realizada 
con un microscopio confocal. Se tomaron imágenes de 30 células transfectadas con cada 
plásmido, tomando fotografías de todos los planos en los que se detectaba el citoplasma 
celular (marcado en verde por la GFP) y también de todos los planos en los que aparecía 
el núcleo de la célula. En ambos casos se podían visualizar las mismas partículas 
víricas, que siempre aparecían en un estrecho rango de todos los que eran fotografiados. 
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Figura 21. Comparación del número de partículas virales internalizadas en células que expresan 
e manera transitoria la forma natural, la constitutivamente activa o inactiva de Rac1. Se 
fectaron transitoriamente células Vero con plásmidos que expresaban en fusión a GFP las variantes 
d
trans
WT, 17N y Q61L de Rac1. Las células fueron infectadas durante 1h con virus semipurificado a una 
mdi=20 ufp/cél y se procesaron para ser estudiadas por inmunofluorescencia con un microscopio 
confocal espectral. Las partículas de virus fueron marcadas con un anti-p72 combinado con un 
anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos nucleicos 
(azul) se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. Los datos mostrados representan la 
media y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
 
Para poder contabilizar el total de partículas virales en cada célula se hacía la 
proyección máxima de todos los planos fotografiados. 
Como era de esperar, no se hallaron diferencias en el número de viriones 
internalizados entre las células transfectadas con los distintos plásmidos. Las células 
transfectadas con el plásmido Rac1-17N no fueron infectadas por menos viriones que 
las transfectadas con el plásmido Rac1-WT, ni las transfectadas con el plásmido Rac1-
Q61L se vieron infectadas por más (Figura 21). En este experimento se pudo comprobar 
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además que las partículas víricas podían alcanzar las proximidades del núcleo aunque se 
interfiriera la actividad de Rac1. 
 
2.7. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en el estado del citoesqueleto en los 
tiempos tardíos de la infección por el VPPA 
Los resultados anteriores muestran que para que el VPPA complete con 
éxito su ciclo infectivo, es necesaria la participación de las GTPasas Rho, en concreto 
Rac1, durante el paso temprano de la entrada del virus en las células. Los resultados 
anteriores muestran también que la inhibición de las GTPasas Rho, o el hecho de 
interferir la actividad de Rac1, no afecta a la capacidad infectiva del VPPA. El hecho de 
que no se vean afectadas por la inhibición de las GTPasas Rho la entrada del VPPA y la 
síntesis de proteínas virales, pero sí la cantidad de progenie vírica generada en la 
infección, sugiere que la activación de Rac1 podría favorecer algún paso posterior a la 
entrada del virus. Teniendo en cuenta esto, y que una de las funciones principales de las 
GTPasas Rho es regular el citoesqueleto, decidimos estudiar, por microscopía confocal, 
el estado del citoesqueleto en los tiempos tardíos de la infección, con la finalidad de 
hallar algún defecto que pudiera explicar la disminución de progenie vírica obtenida al 
inhibir las GTPasas Rho. 
 
2.7.1. Estudio del citoesqueleto de actina 
El primer elemento del citoesqueleto sometido a estudio fueron los 
microfilamentos de actina. Como se puede ver en la figura 22, a 16hpi, las células Vero 
mostraban importantes cambios en el aspecto del citoesqueleto de actina respecto a las 
células sin infectar. Las células sin infectar presentaban fibras de estrés, con escaso 
marcaje de actina en la periferia celular (Figura 22A). Por el contrario, las células 
infectadas no presentaban fibras de estrés y la periferia de la célula mostraba una tinción 
ás fuerte de actina, con la presencia de prolongaciones (Figura 22B). La 
ición de las GTPasas Rho per se, 
modificaba
m
desorganización de fibras de actina había sido descrita en la bibliografía (Carvalho, et 
al., 1988; Jouvenet, et al., 2006). Por otro lado, la inhib
 ostensiblemente la distribución del citoesqueleto de actina. Las células 
tratadas con el inhibidor y no infectadas mostraban una fuerte retracción del citoplasma, 
adoptando un aspecto arboriforme con largas prolongaciones de actina (Figura 22C; 




Figura 22. La infección por el VPPA modifica la distribución de los microfilamentos de actina 
ncia como en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Células Vero incubadas 
en ausencia (A y B) o presencia (C y D) del inhibidor de las GTPasas Rho (50ng/ml), fueron 
infectadas (B y D) con una mdi=0,5ufp/cél. El inhibidor se añadió antes de la adsorción y se mantuvo 
durante toda la infección. A las 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por 
inmunofluorescencia con un microscopio confocal. Para el marcaje de la actina (rojo) se utilizó Texas 
Red Faloidina. El virus utilizado fue Ba71-54GFP, que permite la visualización de la factoría viral 
(verde) al expresar la proteína p54 en fusión a GFP. Para teñir los ácidos nucleicos (azul) se usó el 
agente intercalante de ADN Hoechst 33258. 
tanto en ause
inhibidor e infectadas sufrieron la misma retracción que las no infectadas, pero sin 
mostrar el aspecto arboriforme (Figura 22D). 
Los cambios observados en el citoesqueleto de actina en las células 
infectadas con respecto de las no infectadas sugieren que el VPPA ejerce algún tipo de 
control o influencia sobre este componente del citoesqueleto. Este control o influencia 
debería ser, además, independiente de la acción de las GTPasas Rho, puesto que su 




2.7.2. Estudio de los filamentos intermedios de vimentina 
Los filamentos intermedios de vimentina se reorganizan durante la infección 
del VPPA, distribuyéndose alrededor de la factoría viral (Carvalho, et al., 1988; Heath, 
et al., 2001; Figura 23B). Al inhibir las GTPasas Rho, la vimentina se reagrupó como 
consecuencia de la retracción celular, apareciendo como un acúmulo denso y sin formar 
ramificaciones. Cuando se infectaron las células, la inhibición de las GTPasas no afectó 
a la relación de las factorías virales y la vimentina, que siguieron mostrándose rodeadas 
por los filamentos de vimentina (Figura 23D). 
 
Figura 23. La inhibición de las GTPasas Rho no modifica la distribución alrededor de la 
factoría viral de los filamentos intermedios de vimentina. Células Vero incubadas en ausencia (A y 
B) o presencia (C y D) del inhibidor de las GTPasas Rho (50ng/ml), fueron infectadas (B y D) con 
una mdi=0,5ufp/cél. El inhibidor se añadió antes de la adsorción y se mantuvo durante toda la 
infección. A las 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por inmunofluorescencia con un 
microscopio confocal. Para el marcaje de la vimentina (rojo) se utilizó un anticuerpo comercial 
marcado con CY3. Las infecciones se realizaron con el virus Ba71-54GFP, que permite la 
visualización de la factoría viral (verde) al expresar la proteína p54 en fusión a GFP. Para teñir los 
ácidos nucleicos (azul) se usó el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. 
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2.7.3. Estudio del citoesqueleto de tubulina 
La infección de las células Vero por el VPPA provocó la desorganización de 
los microtúbulos y una disminución de su número (Figura 24A), en consonancia con lo 
descrito en la bibliografía (Carvalho, et al., 1988; Jouvenet y Wileman, 2005). La 
inhibición de las GTPasas Rho produjo en los microtúbulos un efecto similar al 
producido en los filamentos intermedios, apareciendo fuertemente condensados pero 
formando alguna ramificación ocasional. Este aspecto condensado se mantuvo también 
en las células infectadas, sin que pudieran apreciarse diferencias en la organización de 
los microtúbulos (Figura 24B). 
 
 
Al estudiar solamente los microtúbulos acetilados, se pudo observar que 
tanto en las células infectadas como en las no infectadas la mayoría se concentraban en 
la región perinuclear correspondiente al MTOC. Sin embargo, en las células infectadas 
aparecían en mayor cantidad y rodeando por completo a las factorías virales, sin formar 
apenas ninguna ramificación, a diferencia de lo que ocurre en las células no infectadas 
(Figura 25A; Jouvenet, et al., 2004). En las células en que se había inhibido la actividad 
icrotúbulos acetilados también se agruparon y condensaron, 
Figura 24. La infección por el VPPA modifica la distribución de los microtúbulos en ausencia 
pero no en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Células Vero incubadas en ausencia (A) o 
presencia (B) del inhibidor de las GTPasas Rho (50ng/ml), fueron infectadas (A y B) con una 
mdi=0,5ufp/cél. El inhibidor se añadió antes de la adsorción y se mantuvo durante toda la infección. A 
las 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por inmunofluorescencia con un microscopio 
confocal. Para el marcaje de la α-tubulina (rojo) se utilizó un anticuerpo comercial reconocido por un 
anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 594. Las infecciones se realizaron con el virus Ba71-
54GFP, que permite la visualización de la factoría viral (verde) al expresar la proteína p54 en fusión a 
GFP. Para teñir los ácidos nucleicos (azul) se usó el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. 
de las GTPasas Rho, los m
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aunque aparecieron más ramificaciones que en las células cultivadas sin el inhibidor de 
las GTPasa
 
2.7.4. Estudio del aparato de Golgi 
Una vez comparada la organización del citoesqueleto en células infectadas 
en presencia o ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho, quisimos estudiar la 
distribución del aparato de Golgi. En células sin infectar e incubadas en ausencia del 
hibidor de las GTPasas Rho, el marcaje del aparato de Golgi apareció de manera 
homogénea
s Rho. Cuando las células incubadas con el inhibidor fueron infectadas, las 
ramificaciones desaparecieron y las factorías aparecieron igualmente rodeadas por 
microtúbulos acetilados (Figura 25B). 
 
Figura 25. La infección por el VPPA modifica la distribución de los microtúbulos acetilados en 
ausencia pero no en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Células Vero incubadas en 
ausencia (A) o presencia (B) del inhibidor de las GTPasas Rho (50ng/ml), fueron infectadas (A y B) 
con una mdi=0,5ufp/cél. El inhibidor se añadió antes de la adsorción y se mantuvo durante toda la 
infección. A las 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por inmunofluorescencia con un 
microscopio confocal. Para el marcaje de la α-tubulina (rojo) se utilizó un anticuerpo comercial 
reconocido por un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 594. El virus utilizado fue Ba71-
54GFP, que permite la visualización de la factoría viral (verde) al expresar la proteína p54 en fusión a 
GFP. Para teñir los ácidos nucleicos (azul) se usó el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. 
in
 por todo el citoplasma (Figura 26A). Este patrón de marcaje del Golgi no 
varió en las células infectadas ni tampoco en las células incubadas con el inhibidor de 
las GTPasas Rho, tanto en las infectadas como en las no infectadas (Figura 26B, C y D). 
 
Al estudiar la relación entre el citoesqueleto y la infección por el VPPA, hay 




Figura 26. La infección por el VPPA no modifica la distribución del aparato de Golgi tanto en 
ausencia como en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Células Vero incubadas en 
ausencia (A y B) o presencia (C y D) del in
(B y D) con una mdi=0,5ufp/cél. El inhibi
hibidor de las GTPasas Rho (50ng/ml), fueron infectadas 
dor se añadió antes de la adsorción y se mantuvo durante 
toda la infección. A las 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por inmunofluorescencia 
con un microscopio confocal. Para el marcaje del Golgi (rojo) se utilizó Bodipy-TR. El virus utilizado 
fue Ba71-54GFP, que permite la visualización de la factoría viral (verde) al expresar la proteína p54 
en fusión a GFP. Para teñir los ácidos nucleicos (azul) se usó el agente intercalante de ADN Hoechst 
33258. 
 
capaz de obviar la inhibición de las GTPasas Rho. A pesar de esto, la inhibición de las 
GTPasas Rho no pareció provocar diferencias importantes en la organización del 
citoesqueleto en células infectadas con respecto a células infectadas en ausencia del 
inhibidor de las GTPasas Rho. Sin embargo, fueron halladas con relativa frecuencia, y 
en presenci
26D pueden observarse ese tipo de factorías aberrantes. 
a del inhibidor de las GTPasas Rho, factorías virales que no presentaban el 
aspecto habitual, esto es, denso y compacto, sino otro más laxo. En las figuras 22D y 
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El hallazgo de ese tipo de factorías sugería que la inhibición de las GTPasas 
Rho podía afectar a la constitución de la factoría, pudiendo quedar afectada también la 
morfogénesis de los viriones. Esto último explicaría la reducción de los títulos virales al 
infectar células Vero en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. 
 
2.8. Efecto de la inhibición de las GTPasas Rho en la constitución de la factoría 
viral y la morfogénesis de los viriones 
Con objeto de confirmar la hipótesis de que las GTPasas Rho, o más en 
concreto, que la activación de Rac1 durante la entrada del VPPA en las células Vero, 
fuera necesaria para la adecuada constitución de la factoría viral y la correcta 
morfogénesis de los nuevos viriones generados, se procedió a estudiar, por microscopía 
electrónica de transmisión, las factorías virales de células infectadas en presencia o 
ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho. 
En la figura 27, paneles C y D, puede observarse como, en presencia del 
inhibidor de las GTPasas Rho, se acumulaban en la factoría viral numerosos precursores 
de membrana que no terminaban de plegarse adoptando la forma icosaédrica 
característica de la partícula viral. Asimismo, se generaba un menor número de viriones, 
tanto maduros como inmaduros, en comparación con las factorías de células infectadas 
en ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho. En las factorías virales de las células 
incubadas con el inhibidor aparece una menor cantidad de ribosomas que en las 
factorías virales de las células no incubadas con el inhibidor (Figura 27D y B). En este 
tipo de factorías los ribosomas aparecen fuertemente asociados a partículas virales en 
proceso de maduración, y también libres en la factoría (Carvalho, et al., 1988). En la 
figura 27C se puede apreciar, además, como la presencia del inhibidor no impide la 
redistribución de las mitocondrias alrededor de la factoría viral. 
Durante la migración de los viriones de la factoría viral a la membrana 
lasmática, la mayor parte de partículas víricas que son capaces de alcanzar la 
ente el 50% del total de las 
p
membrana plasmática son viriones maduros que albergan en su interior un nucleoide 
electrodenso característico. Sin embargo, ocasionalmente se detectan partículas virales 
inmaduras que han alcanzado la membrana plasmática. Estas partículas carecen del 
nucleoide electrodenso característico de los viriones maduros y se consideran defectivas 
(Brookes, et al., 1996). En presencia del inhibidor de las GTPasas Rho, la cantidad de 
viriones defectivos capaces de alcanzar la periferia celular se vio aumentada 




partículas víricas que alcanzaban la membrana plasmática
Figura 27. Morfogénesis de los viriones del VPPA en presencia del inhibidor de las GTPasas 
Rho. Se infectaron células Vero (mdi=0,5 ufp/cél) en ausencia (A,B) o presencia (C, D) del 
inhibidor de las GTPasas Rho. A 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por 
microscopía electrónica de transmisión. B y D (barra 0,2µm) son fotografías de más aumento de las 
factorías virales de A y C (barra 0,5µm), respectivamente. Flechas: Precursores de membrana. 
Puntas de flecha: Ribosomas. 
 (Figura 28B). Esta 
observación, permite suponer, además, que el transporte a través de los microtúbulos de 
las partículas virales, desde la factoría viral a la membrana plasmática, no se ve afectado 
por la inhibición de las GTPasas Rho. 
La inhibición de las GTPasas Rho tuvo como consecuencia la acumulación 
de las partículas virales en la membrana plasmática, sin completar el proceso de 
exocitosis. Esto puede ser debido a la ausencia de las prolongaciones de actina tipo 
filopodio, que son características del proceso de exocitosis del VPPA y que pueden 
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observarse, en cambio, en células infectadas en ausencia del inhibidor (Carvalho, et al., 
1988; Jouvenet, et al., 2006). Este hecho sugiere que la familia de las GTPasas Rho 
podría desempeñar un papel destacado en la generación de estas prolongaciones de 
actina. 
La destacada acumulación de precursores de membrana irregularmente 
plegados en las factorías virales, junto con el menor número de partículas virales 
generadas, y la aparición en la periferia celular de multitud de viriones inmaduros en 
células infectadas incubadas con el inhibidor de las GTPasas Rho, apunta a que estas 
GTPasas, o más en concreto Rac1, están implicadas en la constitución de la factoría 
viral y la morfogénesis de los viriones. 
 
e uno o varios miembros de la superfamilia Ras 
en la entrad
Figura 28. Exocitosis de viriones en presencia del inhibidor de las GTPasas Rho. Se infectaron 
células Vero (mdi=0,5 ufp/cél) en ausencia (A) o presencia (B) del inhibidor de las GTPasas Rho. 
A 16hpi se procesaron las células para ser estudiadas por microscopía electrónica de transmisión. 
Flechas: Viriones maduros. Puntas de flecha: Viriones inmaduros o defectivos. Barra: 5µm. 
 
3. DETERMINACIÓN DEL GRADO DE ACTIVACIÓN DE RAP1 DURANTE 
LA ENTRADA DEL VPPA 
Los experimentos realizados con las estatinas y los inhibidores de la 
prenilación sugerían la participación d
a del VPPA en las células Vero. Dichos experimentos sugerían también que 
los posibles miembros implicados debían incorporar un grupo geranilgeranilo. 
Descartada la familia Rho, había que buscar otro candidato. Un posible candidato podía 
ser Rap1, perteneciente a la familia Ras. Rap1 está implicado en distintos procesos 
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celulares, uno de los cuales podría ser el tráfico de vesículas, puesto que se ha hallado a 
Rap1 asociado a endosomas tardíos (Pizon, et al., 1994). 
Se procedió entonces a determinar si Rap1 se activaba durante la entrada del 
VPPA. Para estudiar el grado de activación de Rap1 se recurrió a la técnica de “pull-
down” util
 
además de ser capaz de activar a Rac1 (Han, et al., 1998). Con el fin de evaluar si esta 
familia de kinasas participaba en el ciclo infectivo del VPPA, utilizamos la droga 
izada ya para Rac1 y Cdc42. Para capturar la forma activada de Rap1 se 
utilizó una proteína de fusión consistente en la proteína GST y el dominio de unión de 
RalGDS a Rap1. Los ensayos de “pull-down” realizados mostraron que Rap1 sufre una 
fuerte activación durante la entrada del VPPA, casi el doble que la sufrida por Rac1, 
alcanzando un pico máximo a los 20 mpi (Figura 29). 
 
4. PAPEL DE LA FAMILIA DE LA PI3K EN EL CICLO INFECTIVO DEL 
VPPA 
4.1. Efecto de la inhibición de la PI3K en la producción de virus 
La familia de la PI3K está implicada en procesos como la regulación del 
citoesqueleto y el tráfico de vesículas (Wymann y Pirola, 1998; Hawkins, et al., 2006), 
Figura 29. Ensayo de activación de Rap1. Células Vero infectadas a una mdi=60 ufp/cél fueron 
recogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas para cuantificar el grado de activación de 
Rap1 durante la entrada del VPPA. Para ello se realizaron ensayos de ”pull-down” y WB (A). Las 
bandas obtenidas correspondientes a Rap1 activo fueron densitometradas y relativizadas con las 
totales para calcular los incrementos de activación (B). Las células fueron cultivadas en medio sin 
suero con el fin de mantener la actividad de las GTPasa Rap1 en un estado basal. Los datos 
mostrados representan la media y la desviación estándar de al menos tres experimentos 









wortmannina, que es un potente y selectivo inhibidor específico de la PI3K (Wymann, 
et al., 1996). Tras testar su grado de toxicidad en las células Vero (Figura 30A), 
estudiamos
s Vero para el éxito de su ciclo 
fectivo. 
 el efecto que tenía en los niveles de progenie vírica. Como se puede 
observar en la figura 30B, la presencia de wortmannina en un cultivo de células 
infectadas reduce los títulos de virus obtenidos de una manera dependiente de la dosis. 
Cuando la droga fue añadida antes o después de la adsorción del VPPA no produjo el 
mismo efecto, produciendo la reducción de los títulos de virus al ser añadida antes de la 
adsorción del virus (Figura 30C).Este resultado sugiere que la activación de la PI3K es 




Figura 30. El inhibidor de la PI3K afecta a la producción de virus. (A) Estudio de la 
viab
wort
ilidad celular en presencia de wortmannina. Las células fueron incubadas durante 24h con 
mannina antes de ser contabilizadas con la tinción vital azul de Tripán. (B) Se infectaron 
as concentraciones, 
ieron los viriones 
células Vero (mdi=0,5 ufp/cél) preincubadas 2h con wortmannina a distint
manteniéndose la droga durante toda la infección. A las 24hpi se recog
producid
wortmann
os y se titularon. (C) Se infectaron células Vero (mdi=0,5ufp/cél) en presencia de 
ina a distintos tiempos. A las 24hpi se recogieron los viriones producidos y se titularon.





4.2. Efecto de la inhibición de la PI3K en la capacidad infectiva del VPPA 
Si el efecto producido por la wortmannina en los títulos de virus era debido 
a un defecto en la entrada en las células del VPPA, tenía que traducirse en un menor 
número de células infectadas en un cultivo en presencia del inhibidor de la PI3K. Para 
averiguar si esta suposición era acertada, se infectaron células Vero incubadas con 
wortmannina y a las 3hpi fueron fijadas para ser analizadas por IFI (Figura 31). El 
número de células infectadas en presencia del inhibidor fue menor en más de un 50% 
que en un cultivo sin wortmannina, demostrando que esta droga reduce la capacidad 
infectiva del VPPA, posiblemente inhibiendo el paso de la entrada en las células. 
A 
B 
Figura 31. Capacidad infectiva del VPPA en presencia del inhibidor de la PI3K. Se infectaron 
células Vero en presencia o ausencia del inhibidor de la PI3K (mdi=0,5 ufp/cél) y a 3hpi se 
procesaron para contabilizar por inmunofluorescencia el número de células infectadas en cada 
tratamiento. (A) Imágenes representativas del número de células infectadas a 3hpi con 0 (a), 0,5 (b) 
o 10µM (c) de Wortmannina. Las células infectadas fueron marcadas con un anti-p30 seguido de 
un anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos 
nucleicos (azul) se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. Barra 20µm. (B) 
Gráfico que muestra los porcentajes de células infectadas en presencia de distintas concentraciones 
del inhibidor de la PI3K. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. En cada experimento se calculó el porcentaje de células infectadas 




4.3. Efecto de la inhibición de la PI3K en la síntesis de proteínas virales 
Si en presencia del inhibidor de la PI3K se infectaban menos células en 
cultivo, tenía que haber también una menor síntesis de proteínas virales. Con el fin de 
comprobar esta conjetura, se recogieron muestras de células infectadas en presencia o 
ausencia de wortmannina a distintos tiempos. En la figura 32 puede comprobarse cómo 
la síntesis de proteínas virales solamente es menor cuando el inhibidor es añadido antes 
de la adsorción. 
 
Wortmannina 0µM Wortmannina 10µM
 
5. PAPEL DE LA FAMILIA DE LA PKC EN EL CICLO INFECTIVO DEL 
VPPA 
5.1. Efecto de la inhibición de la PKC en la producción de virus 
La familia de la PKC está implicada en la reorganización del citoesqueleto 
de actina, la transducción de señales y la endocitosis (Mellor y Parker, 1998; Toker, 
1998; Becker y Hannun, 2003, 2004; Larsson, 2006), y puede ser activada por la PI3K 
(Toker y Cantley, 1997; Chou, et al., 1998; Le Good, et al., 1998). Con la finalidad de 
examinar si la participación de la PKC es necesaria para el éxito de la infección del 
2h pre-adsorción 




Mock 4 8 16 24   hpi 









Figura 32. Síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de la PI3K. Células Vero 
infectadas a una mdi=0,5 ufp/cél fueron recogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas 
para determinar por WB los niveles de síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de la 
PI3K. El inhibidor fue añadido antes de la adsorción del virus, después de la adsorción, o bien se 
mantuvo presente durante todo el ciclo infectivo. Mock: Células no infectadas. La detección de 
actina se utilizó como control interno de carga de las muestras. 
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VPPA en las células Vero, se recurrió a su inhibición mediante calfostina C. La 
calfostina 
posición a la luz (Dubauskas, et al., 1998; Mayne y Murray, 1998). 
ebido a esta característica, estudiamos en primer lugar en qué condiciones se podía 
trabajar con esta droga sin inducir apoptosis en las células Vero. A 10 y 25nM y con 3h 
de exposición a la luz, tras 24h de incubación, la calfostina C no produjo apoptosis, 
aunque sí a 50nM. La inducción de apoptosis se cuantificó midiendo la absorbancia de 
una reacción colorimétrica producida por la activación de caspasa 3 (Figura 33). 
 
Las infecciones con el VPPA en presencia de calfostina C a diferentes 
los lavados después 
de la adsor
verse en la figura 34, los títulos de virus solamente disminuyeron incubando con la 
C pertenece al grupo de las perilenequinonas producidas por hongos 
patógenos de plantas (Bruns, et al., 1991). Muchas de estas perilenequinonas requieren 
la presencia de luz para ser activadas, y la calfostina C no es una excepción. Otra 
característica de esta droga es su capacidad de provocar apoptosis en distintas líneas 
celulares, y el grado de activación depende tanto de la concentración de la droga como 
del tiempo de ex
D
Figura 33. Estudio de la inducción de apoptosis en células Vero incubadas con calfostina C.
Se incubaron células Vero con distintas cantidades de calfostina C durante 24h, manteniéndolas las 
tres primeras horas en presencia de luz. Al procesar las muestras para el ensayo, se incubaron en 
ausencia o presencia de un inhibidor específico de la caspasa 3 (DEVD-CHO). Los datos 
mostrados representan la media y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
 
tiempos no pudieron realizarse como con las drogas anteriores. Tras 
ción del VPPA, no podía volver a administrarse calfostina C, ya que eso 
habría disparado la apoptosis debido a la segunda exposición de luz a la que se habrían 
visto sometidas las células (Dubauskas, et al., 1998). Debido a esto, las infecciones de 
virus se realizaron solamente en dos condiciones de droga: incubación con calfostina C 




Figura 34. El inhibidor de la PKC afecta a la producción de virus. Se infectaron células Vero 
(mdi=0,5ufp/cél) en presencia de calfostina C antes de y durante la adsorción, o bien 3h después 
de la misma. A las 24hpi se recogieron los viriones producidos y se titularon. Los datos 
mostrados representan la media y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
A 
B 
Figura 35. Capacidad infectiva del VPPA en presencia del inhibidor de la PKC. Se infectaron 
ero en presencia o ausencia del inhibidor de la PKC (mdi=0,5 ufp/cél) y a 3hpi se 
procesaron para contabilizar por inmunofluorescencia el número de células infectadas en cada 
tratamiento. (A) Imágenes representativas del número de células infectadas a 3hpi con 0 (a), 10 (b) 
o 25nM (c) de Calfostina C. Las células infectadas fueron marcadas con un anti-
células V
p30 seguido de un 
anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos nucleicos 
(azul) se tiñeron con el agente intercalante de ADN Hoechst 33258. Barra 20µm. (B) Gráfica que 
muestra los porcentajes de células infectadas en presencia de distintas concentraciones del
inhibidor de la PKC. Los datos mostrados representan la media y la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. En cada experimento se calculó el porcentaje de células infectadas 




droga antes de la adsorción del virus. Este resultado indica que sería necesaria la 
actividad de la PKC durante la entrada del VPPA para el éxito del ciclo infectivo. 
 
5.2. Efecto de la inhibición de la PKC en la capacidad infectiva del VPPA 
Se hicieron inmunofluorescencias a 3hpi de células infectadas incubadas 
antes de la adsorción del virus con el inhibidor de la PKC. Como en el caso del 
inhibidor de la PI3K, la presencia del inhibidor de la PKC antes de la adsorción del 
VPPA redujo la cantidad de células infectadas en el cultivo (Figura 35). Esto apuntaría a 
que la PKC estaría mediando la entrada del VPPA en las células Vero. 
 
5.3. Efecto de la inhibición de la PKC en la síntesis de proteínas virales 
Al igual que con la PI3K, la inhibición de la PKC debería disminuir los 
niveles de síntesis de proteínas virales, posiblemente por reducir la eficiencia de la 
entrada del VPPA en las células Vero. Efectivamente, al estudiar los niveles de síntesis 
de proteínas víricas a lo largo de la infección, se observó un retraso en la acumulación 
tanto de proteínas tempranas como tardías (Figura 36). Este resultado refuerza la idea de 
que la PKC participaría en la entrada del VPPA en las células Vero. 
Calfostina C 0nM  
Calfostina C 25 nM 
3h pre-adsorción 




Mock 4 8 16 24   hpi 
Calfostina C 25 nM 
3h post-adsorción 




Figura 36. Síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de la PKC. Células Vero 
infectadas a una mdi=0,5 ufp/cél fueron recogidas a distintos tiempos postinfección y procesadas para 
determinar por WB los niveles de síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de la PKC. 
El inhibidor fue añadido, o bien antes de la adsorción del virus, o bien después de la misma. Mock: 




6. PAPEL DE LA FAMILIA DE LAS ERK/MAPK EN EL CICLO INFECTIVO 
DEL VPPA 
6.1. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la producción de virus 
 también 
la endocito
n estas estarían 
plicadas en el ciclo infectivo del VPPA. Para abordar este estudio, se utilizó la droga 
iva ERK1/2 
(Figura 6).
ración más alta de 
inhibidor (50µM), aunque de manera más moderada. Cuando la droga fue añadida 3h 
después de la adsorción, los títulos de virus se redujeron con las dos concentraciones de 
droga ensayadas, aunque a 50µM la reducción tampoco fue tan pronunciada como 
cuando la droga se mantuvo durante todo el ciclo infectivo. 
Estos resultados apuntarían a que la actividad de las ERK/MAPK podría ser 
necesaria en varias etapas del ciclo infectivo, incluyendo la entrada y algún momento de 
la replicación. Aunque no queda del todo claro el efecto del inhibidor en la entrada del 
VPPA, puesto que solamente se ve un afecto adverso en la producción de virus con la 
concentración más alta del inhibidor. 
 
6.2. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la capacidad infectiva del VPPA 
Para comprobar si las ERK/MAPK afectaban a la entrada del virus en las 
células, se infectaron células en presencia o ausencia del inhibidor de MEK y se 
contabilizó por inmunofluorescencia el número de células infectadas en cada caso, a 
3hpi. La presencia del inhibidor no redujo el número de células infectadas en el cultivo 
(Figura 38). Este resultado señalaba que las ERK/MAPK no estarían implicadas en el 
roceso de la entrada del VPPA en las células Vero, aunque no resolvía la cuestión de si 
Las ERK/MAPK tienen la capacidad de regular el citoesqueleto y
sis mediada por receptor (Di Fiore y De Camilli, 2001; McPherson, et al., 
2001; Yoon y Seger, 2006), y pueden ser activadas por la acción de la PI3K, la PKC y 
Rac1 (Figura 6). Como ya se ha mostrado anteriormente, el VPPA requiere la actividad 
de las tres proteínas anteriores en distintas etapas de su ciclo infectivo. Puesto que las 
tres pueden activar a las ERK/MAPK, quisimos averiguar si tambié
im
U-0126, que inhibe a MEK1/2 (Favata, et al., 1998), que fosforila y act
 Tras probar la toxicidad de la droga en las células Vero (Figura 37A), se 
procedió a estudiar su efecto en la producción de virus. En la figura 37B puede 
observarse que, desde la mínima concentración ensayada, la inhibición de las 
ERK/MAPK reduce los títulos de virus. Esta reducción de los títulos virales se da de 
una manera dependiente de la dosis. Cuando la droga fue añadida antes de la adsorción 




estas kinasas se activarían durante la entrada del virus y si esta activación sería 











edia y la desviación estándar de tres experimentos 
independientes. 
El inhibidor de las ERK/MAPK afecta a la producción de virus. (A) Estudio de la 
viabilidad celular en presencia de U-0126. Las células fueron incubadas durante 24h con U-0126 antes 
de ser contabilizadas con la tinción vital azul de Tripán. (B) Se infectaron células Vero (mdi=0,5 
ufp/cél) preincubadas 2h con U-0126 a distintas concentraciones, manteniéndose la droga durante toda 
la infección. A las 24hpi se recogieron los viriones producidos y se titularon. (C) Se infectaron células 
Vero (mdi=0,5ufp/cél) en presencia de U-0126 a distintos tiempos. A las 24hpi se recogieron los 
viriones producidos y se titularon. 





6.3. Efecto de la inhibición de las ERK/MAPK en la síntesis de proteínas virales 
El estudio de la síntesis de proteínas del VPPA no ayudaría a resolver la 
cuestión de la necesidad o no de la activación de las ERK/MAPK durante la entrada del 
VPPA en las células Vero, pero podía indicar si la reducción de los títulos virales por la 
hibición de MEK se debía a un defecto en la síntesis de proteínas del virus. La 
fección de células incubadas en diferentes momentos con el inhibidor de MEK arrojó 
iveles similares de expresión de proteínas virales (Figura 39). Esto indicaría que el 
efecto observado en la producción de virus en presencia del inhibidor no tendría que 
er con un defecto en la expresión de proteínas virales, al menos de la mayoritaria de la 
cápsida (p72) y la p30. Esto, junto con el experimento de la infectividad del virus, 
Figura 38. Capacidad infectiva del VPPA en presencia del inhibidor de MEK. Se infectaron células 
Vero en presencia o ausencia del inhibidor de MEK (mdi=0,5 ufp/cél) y a 3hpi se procesaron para 
contabilizar por inmunofluorescencia el número de células infectadas en cada tratamiento. (A) Imágenes 
representativas del número de células infectadas a 3hpi con 0 (a), 10 (b) o 50µM (c) de U-0126. Las 






p30 seguido de un anticuerpo secundario marcado con el 
fluorocromo Alexa Fluor 594 (Rojo). Los ácidos nucleicos (azul) se tiñeron con el agente intercalante de 
ADN Hoechst 33258. Barra 20µm. (B) Gráfica que muestra los porcentajes de células infectadas en 
presencia de distintas concentraciones del inhibidor de MEK. Los datos mostrados representan la media y 
la desviación estándar de tres experimentos independientes. En cada experimento se calculó el porcentaje 




podría indicar que la reducción de los títulos virales podría ser debida a un defecto en la 
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Figura 39. Síntesis de proteínas virales en presencia del inhibidor de las ERK/MAPK. Células 
Vero infectadas a una mdi=0,5 ufp/cél fueron recogidas a distintos tiempos postinfección y 
procesadas para determinar por WB los niveles de síntesis de proteínas virales en presencia del 
inhibidor de las ERK/MAPK. El inhibidor fue añadido antes de la adsorción del virus, después de la 
adsorción, o bien se mantuvo presente durante todo el ciclo infectivo. Mock: Células no infectadas. 

























































































































































































































1. Efecto de la lovastatina y los inhibidores de prenilación en el ciclo infectivo del 
PPA 
Las estatinas, como inhibidores de la síntesis del colesterol, fueron las 
rimeras drogas en usarse para el tratamiento de la hipercolesterolemia (Corsini, et al., 
995). Su uso en clínica permitió descubrir su efecto beneficioso en el tratamiento de la 
terosclerosis, debido a su capacidad de inhibir procesos inflamatorios (Guijarro, et al., 
998; Arnaud, et al., 2005), y de la infección por virus como el VIH (del Real, et al., 
004; Giguere y Tremblay, 2004; Nabatov, et al., 2007), CMV (Potena, et al., 2004), 
HC (Ye, J., et al., 2003; Ikeda y Kato, 2007), virus de la polio (Liu, S., et al., 2006), 
irus Sendai (Saladino, et al., 2003) y el VRS (Gower y Graham, 2001). La mayoría de 
s múltiples beneficios conseguidos por el tratamiento con estas drogas no parecen 
ner relación, sin embargo, con la reducción del colesterol, sino con la de los 
oprenoides FPP y GGPP (Figura 2). Estos metabolitos intermedios de la ruta 
iosintética del colesterol participan en la modificación postraduccional de una gran 
ariedad de proteínas celulares, entre las que las que destacan varios miembros de la 
perfamilia Ras (Maurer-Stroh, et al., 2003). 
El caso del VIH ilustra perfectamente el hecho de que el efecto de las 
statinas pueda depender, en mayor medida, de la depleción de los isoprenoides, y no de 
 del colesterol. Las estatinas reducen la infectividad del VIH a través de varios 
ecanismos diferentes. Uno de ellos consiste en impedir la prenilación de la GTPasa 
onomérica RhoA, cuya activación es necesaria para la entrada en las células de las 
artículas infecciosas (del Real, et al., 2004). Esta inhibición de la endocitosis del VIH 
s contrarrestada cuando se complementa la incubación con lovastatina con mevalonato 
 GGPP, pero no con colesterol ni FPP. Esto permite la prenilación 
eranilgeranilación) de RhoA y el restablecimiento de su actividad. Igualmente, el 
atamiento de las células con un inhibidor específico de la GGTasa-I reduce la 
fectividad del VIH. 
En los resultados de esta tesis hemos podido observar como, al infectar con 
l VPPA células Vero incubadas con lovastatina, se vio severamente disminuida la 
apacidad infectiva del virus y, de forma similar al caso del VIH, tanto la adición de 
evalonato como de GGPP fueron capaces de revertir el efecto de la lovastatina. La 
cubación con lovastatina, en consecuencia, afectó a la producción de virus. A 
iferencia del caso anterior, solamente la coincubación con mevalonato pudo mantener 
tactos, o incluso superar, los títulos de virus obtenidos en las infecciones control en 
usencia de lovastatina. La producción de virus no se mantuvo en los niveles habituales 


































complementada con distintas combinaciones de dichos compuestos. Esto indicaría que 
la presencia de GGPP en las células bastaría para conservar intacta la capacidad 
infectiva d
que requer
 lo que la familia de las GTPasas Rab, preniladas por la enzima 
GGTasa-II,
el VPPA, aunque sería insuficiente para mantener la producción de virus. 
Para ello, el VPPA requiere, o bien la integridad de la ruta biosintética del colesterol, o 
bien algún otro de los intermediarios de la cadena que no hemos incorporado a nuestro 
estudio. 
Una manera de respetar la integridad de la cadena de síntesis del colesterol y 
estudiar la posible implicación de los isoprenoides en el ciclo infectivo del VPPA, es 
recurrir al uso de inhibidores de las preniltransferasas. La inhibición de la farnesilación 
no afectó en absoluto a la capacidad infectiva del VPPA, infectándose un número 
similar de células tanto en presencia como en ausencia del inhibidor utilizado. En 
cambio, al cuantificar la progenie vírica obtenida, se observó que la presencia del 
inhibidor de la farnesilación durante la entrada del VPPA en las células Vero provocaba 
una disminución de la progenie viral. La presencia de dicho inhibidor una vez que ya 
había comenzado el ciclo infectivo (3hpi), no afectó a la producción de virus. Este 
hecho apuntaría a que, durante la entrada del virus, se activarían una o varias proteínas 
irían la incorporación de un grupo farnesilo para su actividad, y que la 
participación de estas proteínas sería necesaria para el correcto desarrollo del ciclo 
infectivo del VPPA, no siendo precisas, en cambio, para el mismo proceso de entrada 
del virus. Entre los sustratos de la enzima FTasa podemos encontrar muchos miembros 
de la superfamilia Ras, como H-Ras, K-Ras, N-Ras, Ras2, Rap2, RhoB (el cual también 
puede ser geranilgeranilado), RhoD, RhoE, Rheb, TC10 y TC21, filamentos intermedios 
nucleares (lámina A y B), la enzima fosfodiesterasa α de GMPc, varias subunidades γ de 
proteínas G heterotriméricas y proteínas de choque térmico homólogas a DnaJ (hsp40), 
entre otras (Maurer-Stroh, et al., 2003). 
El otro inhibidor de prenilación utilizado en nuestro estudio afecta a la 
enzima GGTasa-I, por
 quedaron fuera del estudio. La capacidad infectiva del VPPA se vio 
reducida en presencia de dicho inhibidor, así como la producción de virus. Hay que 
destacar el hecho de que este inhibidor fue capaz de reducir los títulos virales tanto si 
era añadido antes como después de la adsorción (3hpi). Estos datos indicarían que el 
VPPA requeriría la participación durante varias etapas de su ciclo infectivo de proteínas 
que incorporasen el geranilgeranilo, incluyendo el paso de la entrada en las células. 
Entre las proteínas capaces de ser preniladas por la enzima GGTasa-I se hallan distintas 
GTPasas de la superfamilia Ras, como Rac1, Rac2, RalA, Rap1, RhoA, RhoB (el cual 
también es farnesilado), RhoC y Cdc42, algunas subunidades γ de proteínas G 
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y la enzima fosfodiesterasa β de GMPc, entre otras (Maurer-Stroh, et al., 2003). 
Podría darse el caso de que las preniltransferasas celulares pudieran tener 
como sustratos proteínas del VPPA, como sucede con el antígeno grande del virus de la 
hepatitis D (Glenn, et al., 1992; Lai, 1995). El VPPA codifica su propia 
preniltransferasa (ORF B318L; Alejo, et al., 1997; Alejo, et al., 1999), la cual sintetiza 
principalmente GGPP. Esta preniltransferasa del virus es expresada en las etapas tardías 
de la infecc
n del VPPA. 
ión y se encuentra asociada a las membranas de las factorías virales. Debido 
a su localización, es probable que su función sea la de generar grupos geranilgeranilo 
que serán incorporados a proteínas que jueguen algún papel en la replicación del virus, 
tanto virales como celulares. En este sentido, la preniltranferasa viral podría estar 
generando un exceso de GGPP en la factoría viral para que fuera incorporado por la 
enzima GGTasa-I a proteínas virales o celulares que participasen en la morfogénesis de 
los viriones. Al añadir el inhibidor de la GGTasa-I tras la entrada del VPPA en las 
células, podríamos estar afectando entonces a la morfogénesis de los viriones. La 
necesidad de GGPP durante la entrada del virus (observada tanto con el uso de 
lovastatina como del inhibidor de la GGTasa-I) podría ser entonces para permitir el 
funcionamiento de proteínas celulares que facilitasen la entrada del virus, mientras que 
la presencia de GGPP en los tiempos tardíos sería necesaria para la actividad de 
proteínas que condujesen a una correcta morfogénesis viral. 
La GTPasa Ras, que precisa incorporar un grupo farnesilo para su actividad, 
es una buena candidata a ser activada durante la entrada del virus. Esta proteína regula 
vías de señalización celulares que controlan procesos como la expresión de genes y la 
proliferación celular (Repasky, et al., 2004). La activación de Ras durante la entrada del 
VPPA podría ser importante para poner en marcha una serie de factores celulares que 
favorecerían de algún modo la replicació
Al igual que prácticamente todos los virus, el VPPA explota el citoesqueleto 
celular durante su entrada en las células (Dohner, et al., 2005; Dohner y Sodeik, 2005; 
Radtke, et al., 2006). En concreto, el VPPA utiliza el transporte microtubular asociado a 
la dineína para alcanzar las proximidades del núcleo y comenzar su replicación (Alonso, 
et al., 2001). Durante su transporte por el citoplasma de la célula, el virus viaja dentro 
de una vesícula endocítica (Valdeira y Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989). Las 
GTPasas de la familia Rho son una familia de proteínas que desempeñan multitud de 
tareas en las células, entre las que se hallan el control del citoesqueleto y el tráfico de 
vesículas. Estas proteínas requieren para su activación de la incorporación de un grupo 
geranilgeranilo. Como hemos visto, la carencia de GGPP por el efecto de la lovastatina 
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o la inhibición de la enzima GGTasa-I, reducen la infectividad del VPPA en las células 
Vero. Esto 
bido a todas estas razones, 
las GTPasa
e la entrada del VPPA redujo la 
producción
después del inicio de la infección. Por el contrario, la inhibición de las GTPasas Rho 
podría deberse a la posible anulación de la actividad de las GTPasas Rho y, 
en consecuencia, a un incorrecto funcionamiento del citoesqueleto, con lo que el VPPA 
no podría llegar a la región perinuclear y comenzar su replicación. 
 
2. Papel de las GTPasas Rho en el ciclo infectivo del VPPA 
Esta familia de GTPasas monoméricas, perteneciente a la superfamilia Ras, 
regula multitud de procesos celulares y controlan diferentes aspectos de la maquinaria 
celular, entre los que podemos destacar la regulación del citoesqueleto y el tráfico de 
vesículas (Etienne-Manneville y Hall, 2002; Qualmann y Mellor, 2003). Así pues, 
RhoA es capaz de estabilizar y promover la orientación de los microtúbulos (Cook, et 
al., 1998; Palazzo, et al., 2001), y Rac1 y Cdc42 son capaces de interaccionar con los 
microtúbulos y promover la polimerización de los mismos (Best, et al., 1996; Daub, et 
al., 2001; Fukata, et al., 2002). Estas tres GTPasas están implicadas, además, en los 
fenómenos de la fagocitosis, la pinocitosis y la endocitosis, tanto la dependiente como la 
independiente de clatrina (Qualmann y Mellor, 2003). Estas tres proteínas no son los 
únicos miembros de la familia Rho que participan en los procesos endocíticos, puesto 
que RhoD ha sido asociado al tráfico de los endosomas tempranos (Randazzo, 2003) y 
RhoB vinculado a los endosomas tardíos (Ridley, 2001). De
s de la familia Rho son proteínas candidatas a participar en la entrada del 
VPPA, el cual, como se comentado anteriormente, entra en las células que infecta a 
través de una endocitosis mediada por receptor y utiliza el transporte microtubular 
asociado a la dineína (Valdeira y Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989; Alonso, et al., 
2001). 
La inhibición de las GTPasas Rho durant
 de virus a la mitad, hecho que no sucedió al inhibirlas una vez que el virus 
ya había empezado su ciclo replicativo. Este hecho nos llevó a pensar que la actividad 
de las GTPasas Rho sería necesaria para la entrada del VPPA en las células Vero. Con 
ese fin, estudiamos el estado de los microtúbulos durante la entrada del VPPA y el 
posible papel de las GTPasas Rho en el mismo. 
Una manera de conocer el estado de los microtúbulos es estudiando su 
grado de acetilación, el cual es una medida del nivel de estabilidad y funcionalidad de 
los mismos (Piperno, et al., 1987). A los 30mpi, el nivel de acetilación de los 
microtúbulos alcanzó un pico máximo cuatro veces mayor que el nivel basal. El grado 
de acetilación de los microtúbulos se mantuvo por encima del nivel basal incluso 3h 
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redujo considerablemente el grado de acetilación de los microtúbulos durante la entrada 
del virus, quedando por debajo incluso del nivel basal. Este resultado apoyaba 
fuertemente la hipótesis de que las GTPasas Rho modularan el estado de los 
microtúbulos durante la entrada del VPPA, favoreciendo el paso de la entrada del virus 
n las células. Si esto era así, la inhibición de estas GTPasas debía comprometer 
ión de la tubulina, además de reducir el transporte del genoma viral al núcleo 
celular. Est
el transporte de los viriones a través del 
citoplasma 
e
seriamente la infectividad del VPPA. 
Al examinar la capacidad infectiva del virus en presencia del inhibidor de 
dichas GTPasas, descubrimos que no se veía afectada en absoluto. Este hecho resultó 
ser muy llamativo puesto que la producción de virus y la estabilidad de los microtúbulos 
se vieron afectadas al estar inhibidas las GTPasas Rho durante la entrada del VPPA. El 
conjunto de estos hallazgos, en apariencia contradictorios, era totalmente contrario a lo 
que acontece en otros modelos virales. En el caso del VIH, la activación de RhoA 
permite la fusión de su envuelta con la membrana plasmática, liberándose el core del 
virus en el citoplasma de la célula (del Real, et al., 2004). Los adenovirus requieren 
también la participación de las GTPasas Rho para su entrada en las células, en concreto 
de Rac1 y Cdc42, puesto que en células que expresan de manera transitoria mutantes 
dominantes negativos de cualquiera de las dos GTPasas se resiente la internalización de 
partículas adenovirales (Li, et al., 1998a). La entrada del VMI del VV requiere también 
de la activación de Rac1 (Locker, et al., 2000), no así en cambio el VEE. Durante la 
entrada del VHH-8, se activan las GTPasas RhoA y Rac1 (Naranatt, et al., 2005). La 
entrada del VHH-8 provoca también un incremento del grado de acetilación de los 
microtúbulos, el cual parece estar mediado por la activación de RhoA. La inhibición de 
las GTPasas Rho, mediante un inhibidor específico, conlleva una disminución de la 
acetilac
a reducción de la tubulina acetilada, por el contrario, no impidió el transporte 
de las partículas de VPPA hasta la periferia nuclear y el establecimiento de la infección. 
Aunque la inhibición de las GTPasas Rho disminuyó el nivel de tubulina acetilada en 
las células, no la hizo desaparecer totalmente, por lo que los pocos microtúbulos que 
permanezcan estables en dichas condiciones en las células infectadas deben ser 
suficientemente funcionales como para permitir 
celular. Una situación parecida se da cuando la despolimerización de los 
microtúbulos con nocodazol no evita totalmente el transporte de viriones desde la 
factoría viral hasta la membrana plasmática, al no despolimerizarse el 100% de los 
microtúbulos (Jouvenet, et al., 2004). En cambio, en células no infectadas la 
despolimerización de los microtúbulos es total. Los microtúbulos resistentes están 
fuertemente acetilados, y los viriones aparecen asociados preferentemente a este tipo de 
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microtúbulos. Parece, por tanto, que la infección por el VPPA confiere cierta resistencia 
a la despolimerización de los microtúbulos, induciendo la estabilización (acetilación) 
selectiva de aquellos microtúbulos que están siendo utilizados por partículas víricas para 
su transporte. 
Durante la entrada del VPPA, podrían activarse otras vías de señalización, 
además de las dependientes de las GTPasas Rho, que pudieran también regular el estado 
de los microtúbulos. Esto podría permitir que, aunque se inhibieran las GTPasas Rho, 
quedase una cantidad suficiente de microtúbulos acetilados que el VPPA pudiera 
utilizar para transportarse por el citoplasma celular. Estas vías alternativas podrían ser 
dependientes de la activación de las kinasas PKA y p38/MAPK (Feijoo, et al., 2005; 
Kashina y Rodionov, 2005; Jia, et al., 2006), como ocurre en el caso de los adenovirus, 
cuyo transporte al núcleo parece estar dirigido por la acción de estas kinasas celulares 
(Suomalainen, et al., 2001). 
De las tres GTPasas Rho más conocidas, Rac1 fue la única que vio 
incrementado su grado de activación durante la entrada en las células del VPPA. A 
diferencia de los ejemplos enumerados anteriormente, esta activación no parece ir 
ligada, en cambio, a la internalización de los viriones en las células ni a la regulación de 
los microtúbulos. La expresión transitoria en células Vero de un mutante dominante 
negativo, un mutante constitutivamente activo o la forma nativa de Rac1 en fusión a 
GFP, permitió comprobar que eran capaces de penetrar en células expresando 
cualquiera de las tres formas de Rac1 el mismo número de partículas virales. Además, 
permitió comprobar también, que las partículas de virus podían llegar hasta las 
proximidades del núcleo aun estando interferida la actividad de Rac1. 
Habiendo comprobado que la disminución de los títulos de virus que se 
producía tras la inhibición de las GTPasas Rho, en concreto de Rac1, durante la entrada 
del VPPA en las células Vero, nada tenía que ver con una reducción de la infectividad 
del virus, las causas tenían que hallarse en etapas más tardías de la infección. La 
inhibición de las GTPasas Rho provoca grandes cambios morfológicos en las células, 
debidos, sobre todo, a la profunda reorganización o desorganización de las estructuras 
del citoesqueleto (Fiorentini, et al., 1989; Malorni, et al., 1990; Grossmann, et al., 
2000). Estudiamos entonces el estado del citoesqueleto en los tiempos tardíos de la 
infección. En general, no se hallaron grandes diferencias en células infectadas en 
ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho respecto a células infectadas en presencia de 
dicho inhibidor, ya que la infección del VPPA per se produce una retracción celular de 
características similares a la provocada por el inhibidor de las GTPasas Rho. En cuanto 
al estado del citoesqueleto en células no infectadas y en células infectadas, en ausencia 
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del inhibidor, se hallaron las diferencias ya descritas en la literatura (Carvalho, et al., 
1988; Heath, et al., 2001; Jouvenet y Wileman, 2005; Stefanovic, et al., 2005; Jouvenet, 
et al., 2006). En presencia del inhibidor, la factoría viral quedó igualmente englobada en 
un acúmulo de vimentina y tubulina, sin poder distinguirse los filamentos 
microtubula
 control sobre las GTPasas Rho, pero la observación de 
cambios en
y dispersa en el 
citoplasma 
res. Los microtúbulos acetilados se concentraron también, principalmente, 
alrededor de la factoría viral. Los cambios más significativos se observaron en los 
microfilamentos de actina. La inhibición de las GTPasas Rho provoca una retracción de 
las células, adoptando un aspecto arborizado, con múltiples ramificaciones de actina 
(Fiorentini, et al., 1989; Malorni, et al., 1990), mientras que, la infección de esas 
mismas células con el VPPA provoca la desaparición de esas ramificaciones de actina. 
La infección por el VPPA en ausencia del inhibidor de las GTPasas Rho, produce 
cambios en la organización de la actina. Este hecho podría llevar a pensar que el VPPA 
podría ejercer algún tipo de
 la actina en células infectadas en presencia del inhibidor obliga a desechar 
tal idea. El VPPA debe ser capaz de regular la distribución de los microfilamentos de 
actina a través de otro mecanismo, sin recurrir a la acción de las GTPasas de la familia 
Rho. La explicación a este fenómeno podría hallarse en el propio virus, el cual codifica 
en su genoma dos proteínas homólogas a la actina (Ferreira, 1996). Estas dos proteínas 
del virus podrían tener la capacidad de regular la distribución de la actina celular, sin 
necesitar para ello la participación de las proteínas Rho. 
En células infectadas incubadas con el inhibidor de las GTPasas Rho, se 
observaron con cierta frecuencia factorías virales que no presentaban su forma 
característica, esto es, densa y compacta, sino una forma más laxa 
celular (Figuras 22D y 26D). Esto nos llevó a pensar que quizá la inhibición 
de las GTPasas Rho tuviera algún efecto adverso en la constitución de la factoría viral y, 
quizá también, en la morfogénesis de los viriones. La observación de las factorías 
virales por microscopía electrónica aclaró la cuestión. En presencia del inhibidor de las 
GTPasas Rho, se acumularon en las factorías virales grandes cantidades de precursores 
de membrana. Esta acumulación puede deberse a la incapacidad de formarse partículas 
virales completas, ya que, comparando el aspecto de estas factorías con otras formadas 
en ausencia de inhibidor, se apreció una menor cantidad de partículas virales generadas, 
tanto maduras como inmaduras. Al observar el aspecto de los viriones que alcanzaban la 
membrana plasmática se descubrió que muchos de ellos eran defectivos, que no 
contenían el nucleoide electrodenso característico de los viriones maduros. Tampoco se 
observaron en las células infectadas, en presencia del inhibidor, las prolongaciones tipo 
filopodio características generadas por los viriones en la membrana plasmática 
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(Carvalho, et al., 1988; Jouvenet, et al., 2006). Esto sugiere la participación de las 
GTPasas Rho en la generación de estas proyecciones. 
La deficiente morfogénesis de los viriones en presencia del inhibidor de las 
GTPasas Rho, no podía ser atribuida a una carencia de energía en las factorías que 
impidiese los procesos que conducen a una correcta morfogénesis de los viriones, ya 
que se siguió observando la relocalización de las mitocondrias alrededor de las 
factorías. Sí se observó, en cambio, una gran carencia de ribosomas, comparando con 
factorías generadas en ausencia del inhibidor. El desarrollo de la infección en presencia 
del inhibidor no disminuyó en absoluto la síntesis de proteínas virales. Esto permitió 
descartar que el defecto en la morfogénesis pudiera ser debido a una síntesis menor de 
proteínas virales. El problema podría estar en que no fueran sintetizadas en el lugar 
adecuado. Esto sería catastrófico en el caso de las proteínas estructurales de la partícula 
viral, que no podrían interaccionar con las membranas procedentes del RE y formar así 
los nuevos viriones. Esta posibilidad parece poco factible, puesto que hemos 
comporbado que la proteína estructural p54, responsable del transporte a la factoría viral 
de precursores de membrana derivados del RE (Rodríguez, J. M., et al., 2004), mantiene 
su localización específica en la factoría viral en presencia del inhibidor de las GTPasas 
Rho. Así pues, es probable que el resto de proteínas estructurales del virus no pierdan 
tampoco su localización subcelular específica, ya que la factoría viral sigue quedando 
encajonada en una estructura de vimentina, hecho que seguramente no permita la libre 
difusión de estructuras o elementos virales de la factoría hacia el resto del citoplasma 
(Heath, et al., 2001). En células infectadas en ausencia del inhibidor, los ribosomas se 
ven principalmente asociados a viriones en proceso de maduración (Carvalho, et al., 
1988), y no a precursores de membrana, por lo que, la menor cantidad de ribosomas en 
las factorías en presencia del inhibidor, sea debida, simplemente, a la menor formación 
de viriones. 
Durante la infección de células Vero por el VPPA aumenta la expresión de 
chaperonas, como la hsp27, la hsp60 y la hsp70 en etapas tardías, prohibitina y 
proteínas del metabolismo redox, como la Mn-superóxido dismutasa (Mn-SOD) o la 
tiorredoxina (Rojo, et al., 1998; Alfonso, et al., 2004; Netherton, C. L., et al., 2004). 
Las chaperonas tienen como funciones principales asistir en el plegamiento correcto y la 
maduración de las nuevas proteínas sintetizadas en las células, así como proteger del 
daño producido en situaciones de estrés celular (Macario y Conway de Macario, 2007). 
En otros modelos víricos también ha sido observada la expresión de distintas 
chaperonas y su actividad ha demostrado ser importante para el desarrollo del ciclo 
infectivo de distintos virus como el VHS, CMV, paramixovirus, adenovirus, 
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papilomavirus, reovirus y el virus de la gripe, entre otros (Collins y Hightower, 1982; 
Nevins, 1982; Santomenna y Colberg-Poley, 1990; Hogue y Nayak, 1992; Kobayashi, 
et al., 1994
, et al., 1994; Yáñez, et al., 1995), pB119L (similar a la proteína ERV1 de 
S. cerevisia
; Leone, et al., 1996; Florin, et al., 2004). Las prohibitinas participan en 
distintos procesos celulares como el ensamblaje de la cadena respiratoria mitocondrial y 
la inhibición de la apoptosis (Nijtmans, et al., 2000; Coates, et al., 2001; Fusaro, et al., 
2002). La tiorredoxina y la Mn-SOD cumplen un papel antioxidante y ayudan a 
mantener la homeostasis redox en las células (Johnson, F. y Giulivi, 2005; Michelet, et 
al., 2006; Oktyabrsky y Smirnova, 2007). La expresión de estas proteínas y  su 
participación en distintos procesos del ciclo infectivo de varios virus ha sido descrita en 
el virus del síndrome del moteado blanco de la gamba (Clavero-Salas, et al., 2007), 
virus del sarampión (Wang, et al., 2003), virus de Epstein-Barr (Dalpke, et al., 2003), 
virus de la encefalitis japonesa (Liao, et al., 2002), virus linfotrópico humano de células 
T tipo I (HTLV-I; (Sasada, et al., 2002), bacteriófago T7 (Johnson, D. E. y Richardson, 
2003), VHC (Abdalla, et al., 2005) y virus de la gripe (Styblo, et al., 2007). 
Existen ejemplos en la literatura que muestran que la activación de Rac1 
puede llevar a la expresión de chaperonas y proteínas del metabolismo redox (Xu, et al., 
2000; Fujiwara, et al., 2006). La no activación de Rac1 durante la entrada del VPPA en 
las células, podría tener como consecuencia que no se indujera la expresión de ciertas 
proteínas celulares necesarias para la correcta morfogénesis de los viriones, como la 
hsp70, la tiorredoxina o la Mn-SOD. Las chaperonas celulares podrían facilitar el 
correcto plegamiento de las proteínas virales y su ensamblaje para la formación de las 
partículas virales. El correcto ensamblaje de las cápsidas y la maduración de los viriones 
precisan de un ambiente reductor en el citoplasma de la célula (Cobbold, et al., 2007). 
La sobreexpresión de las citadas proteínas celulares, junto con las proteínas virales 
pQP383R (similar a las proteínas NifS de bacterias y levaduras del metabolismo redox; 
Dixon, L. K.
e, implicada en la fosforilación oxidativa; Yáñez, et al., 1995) y pA238L 
(capaz de regular la expresión de la sintasa inducible de óxido nítrico ;iNOS; Granja, et 
al., 2006b), podría servir para mantener el ambiente reductor necesario para la correcta 
morfogénesis viral. Esto podría ser especialmente importante al infectar el VPPA su 
célula diana en el hospedador porcino, el macrófago. Las células fagocíticas poseen 
enzimas especiales con capacidad para generar una gran cantidad de radicales libres y 
especies reactivas de oxígeno, con las que hacen frente a los patógenos (Gwinn y 
Vallyathan, 2006). La manipulación, por parte del VPPA, del metabolismo redox, con la 
batería de proteínas citada, podría ser de vital importancia para la generación de 
partículas virales maduras y completar con éxito su ciclo replicativo en los macrófagos. 
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La implicación de las GTPasas Rho en la morfogénesis vírica ha sido 
demostrada para el VRS (Gower, et al., 2001; Gower, et al., 2005) y el VV 
(Valderrama, et al., 2006). La GTPasa RhoA es activada a tiempos tardíos durante la 
infección del VRS. Su inactivación mediante la exoenzima C3 de C. botulinum, o la 
inhibición de su efector, la kinasa Rho (ROCK), mediante un inhibidor específico, no 
afectó a la capacidad infectiva del virus, ni a la producción de virus, ni a la síntesis de 
proteínas virales, pero sí afectó a la formación de sincitios y la fusión célula-célula. La 
inhibición de RhoA provocó un cambio en la morfología de la progenie vírica, pasando 
de tener los viriones su forma filamentosa característica a una forma esférica. A 
diferencia de lo observado en el VPPA, el cambio en la morfología de los viriones del 
VRS no tuvo ningún efecto en la infectividad de los mismos. En el caso del VV, la 
participación de la GTPasa RhoA produce el efecto contrario al observado en el VRS y 
el VPPA. La actividad de RhoA durante el ciclo infectivo del VV inhibe la motilidad 
celular, lo cual perjudica la diseminación del virus, y provoca graves fallos en la 
morfogénesis de la progenie viral. Para evitar los efectos de la activación de RhoA, el 
VV cuenta con la proteína pF11L, que interacciona con e inhibe a RhoA. 
 
3. Activación de Rap1 
Rap1 es una GTPasa monomérica de la familia Ras que precisa la 
incorporación de un grupo geranilgeranilo para su actividad (Bos, et al., 2001; Stork, 
2003; Bos, 2005). Esta modificación postraduccional permite la asociación de Rap1 con 
membranas intracelulares, principalmente en la membrana plasmática, la región 
perinuclear y vesículas endocíticas y exocíticas. Rap1 puede ser activado por múltiples 
señales extracelulares, canalizadas a través de muy variados receptores celulares como 
RTK, GPCR, receptores de citoquinas y moléculas de adhesión celular. Esta activación 
puede estar mediada por segundos mensajeros como el AMPc, el Ca2+ y el DAG. No es 
de extrañar entonces que Rap1 pueda estar implicado en multitud de procesos celulares 
como diferenciación celular, secreción, adhesión celular mediada por integrinas y 
proliferación celular. Para regular todas estas funciones celulares, Rap1 cuenta con 
múltiples efectores, entre los que se encuentran la PLCε, la PI3K, B-Raf, p38/MAPK y 
Rac1. Recientemente, se ha descrito la interacción entre Rap1 e IQGAP1 en la periferia 
celular (Jeong, et al., 2007). IQGAP1 es una proteína asociada al citoesqueleto capaz de 
interaccionar también con Rac1 (Fukata, et al., 2002; Briggs y Sacks, 2003). La 
interacción de Rap1 con IQGAP1 podría otorgar a Rap1 un papel en la regulación del 
estado de los microtúbulos. 
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El uso de un inhibidor de la geranilgeranilación había demostrado que para 
la entrada del VPPA era necesaria la participación de una o varias proteínas que 
incorporasen un grupo geranilgeranilo para ejercer sus actividades. La entrada del virus 
se da por un mecanismo de endocitosis mediada por receptor, posiblemente a través de 
vesículas recubiertas de clatrina (Valdeira y Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989). Rap1 
podría ser una molécula implicada en la entrada del VPPA en las células Vero puesto 
que precisa ser geranilgeranilada para su activación, y se encuentra asociada a vesículas 
endocíticas (Pizon, et al., 1994). Al estudiar su grado de activación durante la entrada 
del VPPA, se observó que Rap1 sufría una fuerte activación, alcanzando un pico 
máximo a los 20mpi. 
La activación de Rap1 podía ser el estímulo que condujera a la activación de 
Rac1 durante la entrada del VPPA en las células Vero. Se ha descrito que esta 
activación estaría mediada por la interacción de Rap1 con dos GEFs de Rac1, Vav2 y 
Tiam1 (Maillet, et al., 2003; Arthur, et al., 2004). Si la activación de Rap1 solamente 
condujera a la activación de Rac1, entonces Rap1 no tendría ningún papel en la entrada 
del VPPA, pero sí en la morfogénesis de la progenie viral. Harían falta más 
experimentos para dilucidar la posible activación Rac1 por la activación de Rap1, y la 
ste último en el proceso de la entrada del VPPA en las células 
Vero. 
ectaba un menor número de células, tenía que haber una 
menor síntesis total de proteínas virales en el cultivo. Al analizar los títulos de virus 
posible implicación de e
 
4. Papel de las familias de kinasas PI3K, PKC y ERK/MAPK en el ciclo infectivo 
del VPPA 
Estas tres familias de kinasas regulan importantes procesos celulares como 
la supervivencia y la proliferación celular, y tienen la capacidad de regular el estado del 
citoesqueleto y el tráfico de vesículas (Mellor y Parker, 1998; Toker, 1998; Wymann y 
Pirola, 1998; Di Fiore y De Camilli, 2001; McPherson, et al., 2001; Becker y Hannun, 
2003, 2004; Hawkins, et al., 2006; Larsson, 2006; Yoon y Seger, 2006). Por ello, eran 
proteínas candidatas a participar en el ciclo infectivo del VPPA, especialmente en la 
etapa de la entrada del virus en las células. 
Los resultados obtenidos al inhibir la actividad de las familias de la PI3K y 
la PKC mostraron que ambas familias de proteínas deben participar en la entrada del 
VPPA en las células Vero, puesto que la infectividad del virus se ve reducida en 
presencia de inhibidores específicos de ambas vías de señalización. La síntesis de 
proteínas virales también se vio afectada al añadir los inhibidores antes de la adsorción 




 inmediatamente posterior a la entrada (Naranatt, et al., 2003). La 
PKCβII es 
ia del inhibidor, independientemente del momento de la infección en el que 
era añadido. En cambio, los títulos de virus obtenidos sí se vieron afectados, sobre 
a presencia del inhibidor durante la entrada del virus resulta perjudicial para 
el desarroll
a su replicación, utilizar una concentración 
alta de inh
n presencia de dichas drogas a distintos tiempos de la infección, se pudo 
comprobar que eran menores cuando se añadían antes de la adsorción del virus a las 
células. A un menor número de células infectadas en cultivo, tenía que obtenerse una 
progenie vírica menor. 
La participación de las familias de la PI3K y la PKC ha sido descrita en la 
entrada de varios virus. Por ejemplo, los adenovirus requieren la activación de la PI3K 
para consumar su endocitosis en las células (Li, et al., 1998b), mientras que el VV 
requiere la activación de la PKC (Locker, et al., 2000; de Magalhaes, et al., 2001). El 
HHV-8 requiere la activación de la PI3K para su entrada en las células y la activación 
de la PKCζ en un paso
necesaria para la endocitosis del virus de la gripe (Sieczkarski, et al., 2003). 
El VRS activa varias isoformas de la PKC en distintas etapas de su ciclo infectivo. 
Durante su entrada en las células resulta activada la isoforma atípica PKCζ, en etapas 
más tardías resultan activadas las isoformas PKCβI, δ, ε y µ. La estimulación de estas 
isoformas de la PKC resulta en una activación bifásica de las ERK/MAPK, una durante 
la entrada del VRS y la otra en etapas más tardías de la infección (Monick, et al., 2001). 
El uso de un inhibidor de las ERK/MAPK arrojó resultados distintos. La 
infectividad del virus y la síntesis de proteínas virales no se vieron reducidas en 
presenc
fu
todo al mantener el inhibidor durante todo el ciclo infectivo o al añadirlo a las 3hpi. En 
cuanto a si l
o del ciclo infectivo del VPPA, parece ser dependiente de la concentración 
de la droga ensayada. De hecho una concentración baja de inhibidor (10µM) no reduce 
la producción de virus, y sí, en cambio, una concentración alta (50µM). Podría ser que, 
a bajas concentraciones, al retirarse el inhibidor del medio, las células sean capaces de 
eliminar rápidamente el inhibidor que han incorporado, minimizando así los efectos 
adversos que pudiera ejercer en la replicación del virus. Si el inhibidor solamente fuera 
perjudicial para el virus una vez comenzad
ibidor antes de la adsorción viral, podría provocar que el remanente de 
inhibidor que las células no hubieran sido capaces de eliminar para entonces, pudiera 
afectar a la replicación del virus, lo cual quedaría reflejado en unos títulos de virus 
menores. El hecho de que la producción de virus sea menor al mantener el inhibidor 
durante todo el ciclo infectivo, que cuando se añade a las 3hpi, apoya la hipótesis de que 
las ERK/MAPK participen de alguna manera durante la entrada del virus. Así pues, que 
la producción de virus no se vea afectada cuando el inhibidor es añadido a 10µM antes 
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de la adsorción y es retirado tras la misma, puede ser debido a la rápida eliminación de 
este por las células. 
La participación de las ERK/MAPK ha sido descrita en el ciclo infectivo de 
una gran cantidad de modelos víricos distintos. La anulación de su actividad tiene 
distintas co
familia de 
nsecuencias, según el modelo del que se trate. En el virus de la enfermedad 
de Borna, por ejemplo, la inhibición de las ERK/MAPK reduce la diseminación de los 
viriones (Planz, et al., 2001), mientras que en el caso del virus Visna perjudica su 
replicación (Barber, et al., 2002). La inhibición de las ERK/MAPK durante la 
replicación del VIH no afecta a la producción de virus, pero sí a la infectividad de los 
nuevos viriones generados. Esto podría ser debido a que las ERK/MAPK fosforilan a 
las proteínas víricas Rev, Tat y Nef, entre otras (Yang y Gabuzda, 1999). La entrada en 
las células del VHH-8 inicia la transducción de distintas señales bioquímicas, entre las 
que se encuentran la de las ERK/MAPK. La activación de estas kinasas no es necesaria 
para la entrada del virus, pero sí para la expresión de distintos genes, tanto virales como 
celulares, necesarios para la replicación del virus (Naranatt, et al., 2003; Sharma-Walia, 
et al., 2005). En muchos modelos víricos se ha observado una activación bifásica de la 
las ERK/MAPK: la primera durante la entrada de los virus y la segunda en 
etapas más tardías de la infección, normalmente cuando ha empezado la replicación de 
sus genomas o la síntesis de proteínas virales. Anular la actividad de estas kinasas tiene 
como consecuencia la reducción de la síntesis de proteínas virales y/o de la producción 
de virus. Ejemplos de una activación bifásica de la ERK/MAPK los encontramos en el 
virus de Coxsackie B3 (Luo, et al., 2002), virus de la gripe (Pleschka, et al., 2001), el 
VRS (Monick, et al., 2001) y el VV (de Magalhaes, et al., 2001; Andrade, et al., 2004). 
El modelo del VPPA podría ajustarse a una activación bifásica de la cascada 
de las ERK/MAPK: la primera activación se daría durante la entrada del virus, 
permitiendo la expresión de genes celulares y quizá también de genes virales; la 
segunda se daría una vez que hubiera empezado la replicación del genoma viral y la 
síntesis de proteínas tardías, regulando la expresión de genes y/o distintos procesos 
celulares que permitieran la morfogénesis de los viriones.  
 
5. Modelo de la entrada del VPPA en las células Vero 
Los experimentos realizados con lovastatina y el inhibidor de la 
geranilgeranilación, revelaron que la entrada del VPPA en las células Vero debe ser 
mediada por proteínas que requieren la incorporación de un grupo geranilgeranilo para 
su actividad. Existen multitud de proteínas celulares capaces de ser geranilgeraniladas, 
como distintos miembros de las familias Ras y Rho y varias subunidades γ de las 
 101
Discusión 
proteínas G heterotriméricas. Descartada la participación de las GTPasas RhoA, Rac1 y 




ctivación de, Rac1 y también 
e las ERK/MAPK (Scita, et al., 2000; Repasky, et al., 2004). La activación de estas 
al., 1997; Schonwasser, et al., 
1998). Por 
 VPPA debe recaer sobre otras proteínas (Figura 40). 
En un apartado anterior se ha discutido el posible papel que podría tener 
Rap1 en la entrada del VPPA, debido a su posible implicación en el tráfico de vesículas. 
Aunque podría ser también que Rap1 no participara en la entrada del VPPA. En 
consecuencia, la entrada del virus podría estar mediada por proteínas como RhoB o las 
GTPasas heterotriméricas. RhoB podría ser un buen candidato al estar presente tanto en 
la membrana plasmática como en los endosomas (Adamson, et al., 1992; Robertson, et 
al., 1995). No obstante, su posible implicación en la entrada del VPPA podría no estar 
tan clara puesto que puede ser tanto farnesilado como geranilgeranilado. Además, 
parece que su presencia en los endosomas se daría cuando incorporase un grupo 
geranilgeranilo (Lebowitz, et al., 1995), lo cual aumenta las probabilidades de su 
participación en la entrada del VPPA. 
La participación de las proteínas G heterotriméricas parece probable 
también. Estas proteínas suelen encontrarse en la membrana plasmática asociadas a 
RTK o a GPCR. La unión de un ligando a estos receptores estimula la activación de 
estas GTPasas, que a su vez estimulan la actividad de distintas enzimas que se hallan 
también en la membrana plasmática como la adenilato ciclasa (AC; responsable de la 
generación de AMPc), la PLCβ o la PI3K (Morris y Malbon, 1999). El AMPc activa la 
PKA y también puede mediar la activación de Rap1, de una manera dependiente o 
independiente de la PKA (Bos, et al., 2001). La acción de la PLCβ genera DAG y 
provoca la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares. Tanto el DAG como el
n activar a Rap1 y la PKC (Mellor y Parker, 1998; Bos, et al., 2001). La 
activación de las GTPasas heterotriméricas puede conducir también a la activación de 
Ras (Landry, et al., 2006), el cual precisa ser farnesilado para ser activado. El uso de un 
inhibidor de la farnesilación indicó que, durante la entrada del VPPA, deben activarse 
una o varias proteínas farnesiladas y que su activación es necesaria para la producción 
de virus. La activación de Ras, a su vez, podría llevar a la a
d
últimas también podría darse a través de la PKC (Cai, et 
último, la activación de Rac1 podría ser debida tanto a la acción de la PI3K 
como de Rap1 (Han, et al., 1998; Maillet, et al., 2003; Arthur, et al., 2004).  
Como ya ha sido detallado anteriormente, el VPPA utiliza el transporte 
mediado por microtúbulos y, posiblemente, la endocitosis mediada por clatrina durante 
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su entrada en las células Vero (Valdeira y Geraldes, 1985; Alcamí, et al., 1989; Alonso, 
et al., 2001). Las proteínas G heterotriméricas han sido vinculadas con la regulación del 
estado de los microtúbulos y la endocitosis mediada por clatrina (Roychowdhury y 
Rasenick, 1
 
997; Roychowdhury, et al., 1999; Popova y Rasenick, 2004), lo que refuerza 
la hipótesis de que puedan regular la entrada del VPPA. La participación de la clatrina 
podría estar regulada también por otras proteínas, como la PI3K y la PKC (Xiang, et al., 
2001; Wheeler y Domin, 2006), las cuales son necesarias para la entrada del virus. 
Así pues, durante la entrada del VPPA, serían estimulados uno o varios 
receptores de la superficie celular, lo cual pondría en marcha multitud de cascadas de 
señalización que conducirían, por una parte, a la entrada del VPPA (PI3K, PKC, 
proteínas geranilgeraniladas), y, por otra, a la creación de unas condiciones favorables 
para la replicación del virus (Rac1, ERK/MAPK, proteínas farnesiladas). 
 
Figura 40. Modelo de las vías de señalización intracelulares implicadas en el ciclo infectivo del 
VPPA. En rojo se muestran las proteínas que se ha demostrado en el presente trabajo su participación 
en diferentes momentos del ciclo infectivo. Los interrogantes señalan las posibles vías de activación de 
las proteínas mostradas en rojo y la posible participación de otras proteínas celulares. Las flechas 

























































































































































1. El VPPA requiere la integridad de la ruta biosintética del colesterol para el 
correcto desarrollo de su ciclo infectivo. 
2. El VPPA requiere la participación de proteínas modificadas 
postraduccionalmente con un grupo farnesilo durante su entrada, y de proteínas 
modificadas postraduccionalmente con un grupo geranilgeranilo en distintas 
etapas de su ciclo infectivo, incluida la entrada del virus, para el éxito de su 
replicación. 
3. El VPPA no requiere la participación de las GTPasas Rho para su entrada en las 
células Vero. 
4. Las GTPasas Rho favorecen la estabilización de los microtúbulos durante la 
entrada del VPPA, pero dicha estabilización no resulta esencial para la entrada 
del mismo. 
5. Rac1 es la GTPasa de la familia Rho que se activa durante la entrada del VPPA., 
pero esta temprana activación sólo resultará esencial en estadíos ulteriores de la 
infección. 
6. La inhibición de las GTPasas Rho durante las primeras fases de la infección por 
el VPPA perjudica la morfogénesis de los viriones y, por tanto, reduce los títulos 
de virus sin alterar, en cambio, la síntesis de proteínas virales. 
7. El VPPA ejerce un control sobre los microfilamentos de actina sin recurrir a las 
GTPasas Rho. La inhibición de estas GTPasas no afecta a la distribución 
habitual que presentan los microtúbulos y los filamentos intermedios durante el 
ciclo infectivo del VPPA. 
8. Las GTPasas Rho pueden ser las responsables de la formación de los filopodios 
durante la exocitosis del VPPA. 
9. La GTPasa Rap1, activada por la acción de proteínas como las GTPasas 
heterotriméricas capaces de incorporar un grupo geranilgeranilo, se activa 
durante la entrada del VPPA en las células Vero. 
10. La participación de las familias de la PI3K y de la PKC es necesaria para la 
entrada del VPPA en las células Vero, y la de la familia de las ERK/MAPK en 
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